











Zur chemischen Charakterisierung der Serumproteine. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Luise Messiner. 


(Ausdem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 12. April 1929.) 


Die auf die verschiedene Fallbarkeit durch Neutralsalze gegriindete 
Einteilung der Serumeiweif’kérper in Globuline und Albumine ist in 
erster Linie von Hofmeister und seiner Schule durch die systematische 
Anwendung des Ammonsulfats als Fallungsmittel weiter ausgebaut 
worden. Die Unzulinglichkeit der Trennung und Charakterisierung 
durch die Fallungsgrenzen allein war jedoch schon den ersten Unter- 
suchern auf diesem Gebiet bewuBt. Immerhin bedeutete die Einteilung 
der Serumproteine nach ihrem Verhalten gegen Ammonsulfat ver- 
schiedener Sattigung bei der recht mangelhaften chemischen Charak- 
terisierbarkeit einen wesentlichen Fortschritt. Sieht man von der 
langst bekannten Feststellung ab, dab den Albuminen im Gegensatz 
m den Globulinen das Glykokoll als Baustein fehlt, so bleiben von 
ilteren Angaben nur die Untersuchungen von Obermayer und Willheim', 
welche nach der Sdérensenschen Formolmethode eine chemische Diffe- 
renzierung der Serumproteine anstrebten und tatsachlich betrachtliche 
Unterschiede im ,,Aminoindex** zwischen Albumin und Globulin fest- 
stellen konnten. Diese mangelhafte chemische Charakterisierung im 
Verein mit der Unsicherheit der Fallungsgrenzen fiihrte denn auch in 
neuerer Zeit, unter einseitiger Betonung physiko-chemischer Gesichts- 
punkte, zu der Auffassung, daB es sich bei den Serumproteinen um 
ein und dasselbe Zelleiwei8 handle, dessen verschiedener Dispersitits- 
grad die Unterschiede in der Fallbarkeit bedinge. Eine scheinbare 
Stiitze erhielt diese Anschauung durch die neueren Vorstellungen 
vom Aufbau der Proteine aus Elementarkomplexen?. 

Gegen eine einseitige Uberschitzung rein physikalisch-chemischer 
Merkmale ist jedoch eine Reihe von Einwanden erhoben worden. 


1 Diese Zeitschr. 38, 331, 1912. 
2 Vgl. dazu Abderhalden, Naturwissenschaften 1924, S. 716. 
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Es sei hier auf das verschiedene immunbiologische Verhalte) 
einzelnen Serumeiweibkérper hingewiesen, dem unbedingt eine \,, 
schiedenheit im chemischen Aufbau zugrunde liegt. Ein weiter. 
Argument fiir die chemische Spezifitat der Serumproteine ist jin ¢ 
Untersuchungen Hafners' zu sehen, der zeigen konnte, daB die Rotat 
dispersion von durch Elektrodialyse weitgehendst gereinigtem Al}, 
und Globulin derart voneinander abweicht, daB daraus auf struk: 
chemisch verschiedene, durch verschiedene asymmetrische Komp\«. 
ausgezeichnete Koérper zu schlieBen ist. 

Bringen so die Hafnerschen Untersuchungen mittels physikalische; 
Methoden den Beweis fiir die chemische Verschiedenheit der Seruy 
proteine, so schien es doch angezeigt, auch mittels rein chemische; 
Methodik eine weitere Differenzierung anzustreben. Aussichten 
dieser Richtung versprach méglicherweise die Phosphorylierung sac} 
der von Rimington® angegebenen schonenden Methode und di 
Methylierung nach Kossel und Edlbacher®. Eine Phosphorylieruny 
von EiweiB* war schon vereinzelt friiher Gegenstand der Untersuchung 
doch halten die alteren Arbeiten (Bechhold) zum Teil wegen tec! 
nischer Mangel einer Kritik nicht stand. Eine weitgehende Aufklarung 
tiber die Bindungsweise des Phosphors in den natiirlichen Phosphor 
proteinen (Caseinogen) und im _ kiinstlich phosphorylierten Eiw: 
(Serumglobulin) haben die Arbeiten von Rimington ergeben; jac! 
ihm ist anzunehmen, daf fiir die Phosphorsiure ausschlieBlich ein 
esterartige Bindung an Hydroxyl in Frage kommt. Neuberg hatt 
angenommen, dafS auBerdem auch eine Bindung an die NH,- bzw 
NH.Gruppe nach Art der Phosphaminsauren in Betracht zu ziehe: 
ist, da sich gewéhnliche, nicht hydroxylierte Aminoséuren ebenfall- 
phosphorylieren lassen; tatsichlich sind soleche Verbindungen mit 
Eggletons Phosphagenen jiingst in der Natur aufgefunden. Da di 
Phosphorylierung nach der Rimingtonschen Technik keinen wesent 
lichen Angriff auf das EiweiBmolekiil darstellt — dephosphoryliertes 
Caseinogen zeigt bei der Rephosphorylierung praktisch den gleichen 
Phosphorgehalt und dasselbe Verhaltnis von P zu N wie natives Casei: 
ogen —, so war anzunehmen, da eventuell erhaltene Werte fiir di 
Charakterisierung eines EiweiSkérpers, speziell fiir seinen Gehalt an 
veresterbaren Hydroxylgruppen eine Bedeutung beanspruchen kénnte: 


1 Diese Zeitschr. 165, 29, 1925; 166, 424, 1925. 

* Chem. ind. 44, 256, 1925; Biochem. Journ. 21, 204, 1927. Rimingt 
und Key, ebendaselbst 20, 777, 1926; Rimington, ebendaselbst 21, 117% 
1187, 1927. 

3’ Hoppe-Seyler, 107, 45, 1919. 

* Bechhold, Hoppe-Sevier 34, 122; 1901; Newberg und Pollak, ebv 
daselbst 26, 529, 1910; Newberg und Oertel, ebendaselbst 60, 491, 1914. 





Tit 








ung 


bor 





Chemische Charakterisierung der Serumproteine. 253 


I. Phosphorylierung. 


Zu den Untersuchungen wurden die Proteine des Pferdeserums 
-rwendet, welche durch fraktionierte Fallung in folgende fiinf Frak- 
nen aufgearbeitet wurden: 


|. Fibrinoglobulin bis 25°, 


2. Euglobulin bis 33°, 

3. Pseudoglobulin bis 50°,,. 

t. Albumin I bis 66°,,, 

5. Albumin II bis 100°,, Sattigung. 


Die einzelnen EiweiBkérper, welche durch wiederholte Umfallung 
nd Dialyse gegen Leitungswasser gereinigt waren, wurden unter 
vnauer Einhaltung der Rimingtonschen Vorschrift phosphoryliert 
md nach entsprechender Reinigung im vakuumtrockenen Zustande 
nalysiert. Bei der Bestimmung des Verhaltnisses P: N zeigten sich 
nun fiir die einzelnen Fraktionen wesentliche Unterschiede. Durchweg 
nehmen die Globuline mehr Phosphorsiure auf als die Albumine; das 
lerhdltnis P: N betrigt bei den Albuminen rund ein Drittel des bei den 


Globulinen festgestellten (s. Tabelle I). 


T abe lle 8 





Phosphorylierte Serumproteine ae ron P:N 

0 0 
brinoglobulin 12.73 1,68 0,132 
Euglobulin 13,37 2,16 0,162 
Pseudoglobulin . 13,22 1,36 0,121 
\lbumin I . 13,49 0,68 0,051 
(lbumin II 12.21 0,534 0,044 


Die Unterschiede sind durchgehends so groB, dal sie unbedingt 
im Sinne einer strukturchemischen Verschiedenheit der Globuline und 
Albumine zu verwerten sind. Die fiir die Globuline erhaltenen Werte 
zeigen im iibrigen eine relativ giinstige Ubereinstimmung mit den von 
Neuberg fiir .,Blutglobulin* erhaltenen (P 7%. Be 12,74 
P:N 0.139), sind jedoch wesentlich héher als die von Rimington 
wn den nicht fraktionierten Globulinen des Pferdeserums erhaltenen 
P—0,71%, N 13.85%, P: N 0,051). Worauf diese Differenzen 
zurtickzufiihren sind, sol] dahingestellt bleiben. Wir konnten in unseren 
Versuchen zumindest niemals das von Rimington als stérend fiir die 
teinigung empfundene, in verdiinnten Sauren und Alkalien unlosliche 
Produkt feststellen. Neben diesen chemischen Differenzen zeigen dic 
phosphorylierten EiweiSkérper auch betrachtliche Unterschiede in 
ihrer Fdllbarkeit durch Sdure. Wahrend samtliche in Wasser unldslich 
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in verdiinnter Lauge leicht léslich sind, werden die phosphory|ic¢;, 
Globuline durch Saure aus schwach alkalischer Lésung quantita; 
gefallt, wahrend die gereinigten phosphorylierten Albumine ki; 
Fallbarkeit durch Sauren zeigen. Ein nennenswerter Unterschied «e 
Fallbarkeit durch Calciumchlorid besteht hingegen nicht. 


Macht man sich die Rimingtonsche Auffassung zu eigen. da») 
wiirden die hier erhaltenen Resultate dafiir sprechen, daB von dy. 
Globulinen zu den Albuminen die veresterbaren Hydroxylgruppey 
Molekiil abnehmen. Es ist naheliegend, zuniichst den verschieder, 
Gehalt der einzelnen Proteine an Tyrosin fiir diese Differenz vy. 
antwortlich zu machen. Nach Abderhalden verhalten sich die Ty posi; 
mengen im Albumin zu denen im Globulin wie 1:2. Demgegeniibe; 
stehen die Phosphorwerte der einzelnen Albumine zu denen der Globulin, 
im Verhaltnis von 1:4 bzw. 1:3. Hs miissen also, auch unter Ei) 
beziehung der OH-Gruppe des Tyrosins — die iibrigens nach Rimington 
zumindest fiir das Caseinogen, fiir die Veresterung mit Phosphorsium 
nicht in Frage kommt —, noch weitere Oxyaminosduren in einer hisher 
nicht angenommenen griferen Menge am Aufbau der Serumproteiy: 
beteiligt sein. Weniger einwandfrei liegen die Unterschiede in de: 
einzelnen Untergruppen. Zum Teil fallen sie, wie bei den Albuminen 
in den Fehlerbereich der Bestimmung. Eher kénnten noch die bei den 
Globulinen erhaltenen Werte fiir eine strukturchemische Verschiedenheit 
dieser EiweiBkérper herangezogen werden. 


Il. Methylierung. 


Eine Stiitze fiir die Auswertung der bei der Phosphorylierung 
erhaltenen Resultate ergibt die Methylierung nach Kossel und Edlbach« 
mit Dimethylsulfat in alkalischer Lésung. Freilich ist die Methylierung 
nicht als schonender Eingriff anzusehen!. Auch bei Einhaltung niedrige: 
Temperaturen (Eiskiihlung) laBt sich bei der Methylierung mit Dimethy! 
sulfat regelmaBig ein widerlicher, an Aminbasen erinnernder Geruch 
feststellen, der darauf hindeutet, daB bereits Abspaltungen und Auf. 
sprengungen erfolgen. Bei der Bestimmung des Methorylgehalts der 
methylierten EiweiBkdérper ergibt sich nun ein auffallender Parallelismus 
zu den bei der Phosphorylierung erhaltenen Werten. Doch liegen die 
Methoxylwerte, auf den annahernd gleichen N-Gehalt bezogen, durch- 
weg hoher als die Phosphorwerte. Da eine Veresterung der Carboxy! 
gruppen nach Kossel und Edlbacher bei der Methylierung mit Dimethy! 
sulfat nicht auftritt, muB der gegen den Phosphorgehalt wesentlich 


' Vgl. dazu die Arbeiten von Skraup und Krause, Monatsh. f. Cher 
30, 447, 1909; Skraup und Béttcher, ebendaselbst 31, 1035, 1910. 
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here Methoxylwert auf eine bei der Methylierung erfolgte Auf- 
prengung esterartiger Bildungen zuriickgefiihrt werden. Theoretisch 
vare ee Reaktion der Saureamidbindung in tautomerer Form bzw. eine 
Reaktion von Diketopiperazinringen in der Enolform denkbar, ist 
edoch nach den Untersuchungen von Kossel und Edlbacher, sowie 
Edlbacher auszuschlieBen. Der prinzipiell gleichartige Ausfall der 
Phosphorylierung und Methylierung spricht unseres Erachtens dafiir, 
a8 mit diesen Methoden verwertbare Unterschiede im strukturellen 
\ufbau der Proteine aufgedeckt werden kénnen. 


Weitere Differenzen ergibt die Feststellung der V-Meihylzahl 
ach Edlbacher. Im Gegensatz zu den Phosphor- und Methoxylwerten 
ergeben die Methylimidbestimmungen ein Ansteigen des Methylimid- 
wertes von den Globulinen zu den Albuminen. Nach Abderhalden', 
Yirner?, Thomas und Locke® betragt der Lysingehalt des Serum- 
Jbumins 8,2 °.,. der des Serumglobulins 4,8°,.. Da nach Edlbacher das 
Vethylimid der EiweiBkérper in erster Linie auf die freien @-Amino- 
yuppen der Lysins zu beziehen ist, zeigen unsere N-Methylzahlen eine 
«hine Ubereinstimmung mit diesen auf anderem Wege gefundenen 
Werten (N-Methylzahl fiir Globuline 9,7, fiir Albumine 17,8). Eine 
\usnahmestellung in der Reihe der Serumproteine nimmt das Pseudo- 
globulin ein, das im Methoxyl- und Phosphorgehalt mit dem Fibrino- 
ind Euglobulin parallel geht, seiner N-Methylzahl nach jedoch das 
Verhalten der Albumine zeigt und so gleichsam einen Ubergang ver- 
mittelt (s. Tabelle IT). 


Tabelle 11. 





Methylierte Serumproteine Gesamt-N OCH; CH, an N N.Methyl- 


0 ° 0 0 0 zahl 
Fibrinoglobulin . . . . g 13,85 3.45 1,78 9,58 
ae See. 13,45 2.61 1,40 9,72 
Pseudoglobulin . . . ee , 12,64 2,67 2,25 16,61 
\lbuminI. . . SO ee a 13,68 1,38 2.58 17,61 
0 eee ee 13,92 1,95 2.23 16,02 


Nach Herzig und Landsteiner* ist in den von diesen Autoren unter- 
suchten Proteinen das Verhaltnis CH, an O zu CH, an N durchschnittlich 
wie 1:2. Eine Berechnung der hier wiedergegebenen Werte in diesem 
Sinne ergibt nun folgende Verhaltnisse : 


1 H.-S. 87, 495, 1902; 44, 22, 1905; 46, 194, 1905. 
2 Ebendaselbst 84, 268, 1901. 

3 Ebendaselbst 87, 74, 1913. 

4 Diese Zeitschr. 61, 458, 1914. 
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Tabelle I11. 





CH, an O CH, an N CH 


Methylierte Serumproteine Ch 
Zu rt 


Fibrinoglobulin . ........ 1.67 1,79 
7 SP ne a ae eee 1,26 1,40 
Pseudoglobulin. ......... 1,29 2,20 

AlbuminI. . . Oe 4 eee 0,67 2.58 
PE oe. ec a 0.94 2,2% 


WwWDoc 


Fiir Fibrino- und Euglobulin betraigt das Verhaltnis rund | 
fiir Pseudoglobulin ergibt sich annahernd das von Herzig und Lay 
steiner ermittelte Verhaltnis, wihrend die Albumine wesentlich hohe 
Verhaltniszahlen aufweisen (rund | : 4 bzw. 1: 2,5). Die Werte spreche 
zunachst dafiir, daB die Methylierung mit Dimethylsulfat wesent}ic| 
anders verlauft als die von Herzig und Landsteiner durchgefiihrt 
Methylierung mit Diazomethan. Offenbar werden durch Diazometha: 
noch andere Gruppen erfaBt als durch Dimethylsulfat. Neben cine sinn 
eventuellen Reaktion der Saéureamidbindung in tautomerer Form rt 
wire in erster Linie an eine Veresterung der freien Carboxylgruppen 
zu denken, durch welche das von Herzig und Landsteiner festgeste||t 
Verhaltnis von Methyl am Sauerstoff zu Methyl am Stickstoff in 
Gegensatz zu den hier wiedergegebenen Befunden eine teilweise §: 
klarung erfahren kénnte. 


Die relative Ubereinstimmung in den bei der Phosphorylierung nd 
und bei der Methoxylbestimmung erhaltenen Werten kommt auc! tal} 
zum Ausdruck, wenn man entsprechend der Edlbacherschen N-Methy! 
zahl Methoxyl und Phosphor auf 100 Atome N rechnet. Es zcige: 
sich dann fiir die einzelnen Proteine folgende Werte: 


Tabelle 1V. cro 





S te Phosphoryliertes Methyliertes 
‘ihe detec Produkt: P:100N = Produkt: CH3O: 100 


11 

3, 
),: 
4.55 
6.33 


tw 


Fibrinoglobulin 
Euglobulin 
Pseudoglobulin 
Albumin I 
Albumin II. 


> by © 
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Bemerkenswert ist, daB mit Ausnahme des Euglobulins und 
bei 100° .iger Sattigung gefallten Albumins die Werte OCH, : 100 N wi 
P: 100 N durchgehends sich annihernd wie 2:1 verhalten. 


Die Annahme, da die Methylierung einen weitgehenden Angriff a 
das EiweiBmolekiil darstellt, findet ihre Bestaitigung in einer Reihe vw W 
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whungen, die wir mit diesen methylierten Eiweibkérpern durch- 
haben. Unterwirft man namlich diese methylierten Proteine, bei 
theoretisch die reaktionsfahigen OH und NH,-Gruppen besetzt 
er schonenden Phosphorylierung nach Rimington, so gelingt es 
unbetrachtliche Mengen von Phosphorsiure in das Molekiil ein- 


en (s. Tabelle V). 


T abe lle ra 





Metbyliertephosphoryliertes Serumprotein Gesemt-N merged OCH 
rmoglobulin ........ 13,82 2.56 2.21 
eee . 5 s+ ee. 13,38 0,787 2,14 
no 6 sae * oe ee 10,84 2,91 2.16 

ee a a ow ae oe fe 10,68 1,18 0,62 
: 3a ae ee ee 9,49 2.58 1,2 


Die Werte fiir Phosphor zeigen hier fiir die einzelnen Gruppen det 
teine kein gleichsinniges Verhalten und sind nicht ohne weiteres im 
‘inne einer chemischen Differenzierung der einzelnen Eiweilikérper ver- 
rtbar. Sie kénnten aber dafiir sprechen, dab durch die vorausgegangene 
Vethvlierung eine Reihe von esterartigen Bindungen im Eiweibmolekiil 
art bloBgelegt und gelockert wurde, dab sie nunmehr dem milden Angrift 
Phosphorylierung nicht mehr standhalten konnten. Unter Annahme 
von Rimington vertretenen Ansicht einer ausschlieBlichen Bindung 
Phosphorséure im EiweiSmolekiil in Form der Esterbindung kénnten 
ese Befunde auSerdem noch als weiterer Beweis fiir die Bedeutung der 
xvaminosauren am Aufbau des EiweiSmolekiils gelten. Durch Brigl! 
nd seine Mitarbeiter ist ja in letzter Zeit darauf hingewiesen worden, 
lab bei der Annahme der Peptidbindung ebenso wie der Anhydridbindung 
EiweiBmolekiil das Verhaltnis von N:O wie 1:1 ausfallen miibte, 
ihrend die meisten Eiweibkérper ein Verhaltnis von 1 zu rund 1,3 zeigen. 
Neben der Annahme einer ureidartigen Verkniipfung einzelner Peptid- 
ndungen ist von Brigl auch der schon von Emil Fischer als méglich an- 
vesehenen esterartigen, durch Oxyaminoséuren vermittelten Bindung eine 
woBere Bedeutung zugeschrieben worden. Wenn unsere Erklarung det 
der Phosphorylierung und Methylierung erhaltenen Resultate zutritft. 
wiirde sie fiir eine solche Annahme einer gréBeren Beteiligung der Oxy 
nosiuren zu verwerten sein und kénnte das von Brigl festgestellte 
ffallende Verhaltnis von N: O teilweisse erklaren. 


Experimenteller Teil?*. 
Die jeweils aus 5 Liter Pferdeserum dargestellten Eiweibkorper 
wurden durch wiederholtes Umfallen gereinigt und 8 bis 10 Tage unter 
loluol gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. bis sie praktisch 


Brigl und Held, H.-S. 152, 230, 1926; Brigl, Held und Hartung, 
vndaselbst 173, 129, 1928. 
2 (ber die naheren Einzelheiten s. die Dissertation von Luise Messiner, 
Wien, Mai 1928. 
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salzfrei waren (Fehlen der Sulfat- und Nesslerschen Reaktion Na 
dem Ausfallen mit Aceton wurden simtliche EiweiBkérper mit Al)o) 
Ather zur Entfernung von Fetten und Lipoiden gewaschen 
Vakuum getrocknet. 


Zur Phosphorylierung wurden jeweils 2 bis 3g der Eiweifkir, 


in der eben nétigen Menge n/10 Natronlauge gelést und bei einer Tr 
peratur unter + 5°C mit einer Mischung von Phosphoroxychlorid 
Tetrachlorkohlenstoff auf je 2g EiweiB 5g POC, in 40g CC), 
unter Kiihlung phosphoryliert. Das Zutropfen wurde so gerege!t 

die Phosphorylierung meist 5 bis 6 Stunden dauerte. Durch fallweis 
geregeltes Zutropfen von n Natronlauge wurde die Reaktion gleic} 
maBig schwach alkalisch gehalten (Phenolphthalein eben rosa). |) 
Reinigung der phosphorylierten Produkte erfolgte nach Riming 
bis zur Konstanz des Verhiltnisses von P: N im Filtrat, wozu ach, 
bis zehn Umfallungen nétig waren. Bei den Albuminen, welche |y 
fortschreitender Reinigung durch Saure nicht mehr fallbar sind. wa; 
die Falhung der phosphorylierten Produkte durch Alkohol nétig 


Die Methylierung erfolgte nach Kossel und Edlbacher; auf je ty 
EiweiB kamen 20 cem Dimethylsulfat in 120ccm 2n Natronlang 
Kiihlung durch Eis und Kaltemischung. Die methylierten Produkt 
wurden mit Salzsiure gefallt und bis zum Verschwinden der Sulfat 
und Chloridreaktion gegen flieBendes Leitungswasser unter Tol 
dialysiert. Methyliertes Fibrinoglobulin fie] bereits bei der Dialys 
aus, die iibrigen EiweiBkérper wurden mit Aceton gefallt, mehrmals 
mit Aceton gewaschen und ira Vakuum getrocknet. 


Zur Phosphoryiierung der methylierten Proteine wurden Fibrin 
globulin, ebenso wie die nativen Eiweibkérper in n/10 Natronlaug 
gelist, bei den tibrigen Methylprodukten wurde das Dialysat nach 
der Methylierung direkt nach vorsichtigem Zusatz von Natronlaug 
bis zur schwach alkalischen Reaktion verwendet. Die Reinigung erfolgt: 
analog der der nativen phosphorylierten Produkte. 


Die Stickstoffbestimmungen erfolgten nach Pregl-Dumas bzw 
nach Pregl-Kjeldahl. Um Verluste durch Haften der Substanz am 
Kolbenhals zu vermeiden, wurden die EiweiBkérper in Pillen gepretit 
und so gewogen und in die Veraschungskélbchen eingefiihrt. Das 
Verfahren empfiehlt sich tiberall dort, wo die Einfiihrung der Substanz 
in den Veraschungskolben Schwierigkeiten bereitet. Durch Zusatz 
einiger Tropfen Perhydrol Merck wurde die Veraschungszeit wesentlich 
abgekiirzt. 


Zur P-Bestimmung wurde mit Newmannschem Salpetersaure- 
Schwefelsiuregemisch im Pyrexkolben verascht und nach Verkochen 
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ier Nitrosylschwefelsaure die Phosphorsaure nach Pregl-Lieb bestimmt 
Die Methoxylbestimmung wurde nach Pregl-Zeisel durchgefihrt. 
fir die Methylimidbestimmung kam der von Edlbacher modifizierte 

sche Apparat in Verwendung. Bei allen Bestimmungen wurde 
goldchlorid als Katalysator verwendet. 


Analytisehe Daten. 


95 0 


Fibrinoglobulin (25°,icge Sattigung mit Ammonsulfat). 


Nativer Eiweibkérper 


\.Bestimmung: 5,11 mg, 3.6247 cemn/70 HC] . . . 14,47°, N 
3.76 ,, 0,485 ., N,(20°,743 mm) 14,69°, N 
3.414 ., 0,441 1 N, (23°, 744mm) 14,58°, N 


Phosphoryliertes Fibrinoglobulin : 


\.Bestimmung: 7,427 mg, 4,694cem n/70 HC] . . . 12,64°, N 
3216... 207% . afO BQ... BSL HR 
\Restimmung: 23.792 ., 0.0268 g Niederschlag. . . 1,64°, P 
29.459 ., 0,035 g ns — 2+ LSB P 


Methyliertes Fibrinoglobulin : 


\-Bestimmung: 4,799 mg, 3.35 cem n/70 HCL. . . 13,97°, N 
5.055 ,. 3.47 , n/70 HCl... 13,739 N 
“thonvt- und t =" 319 ,, 5,008 mg AgJ (CH,O) 7 3,10°,, CH,O " 
Methvlimid- 5,403 .. AgJ (CH,an N). 1,62°, CH, an N 
bestimmung } 22.839 ,. 5.476 ,, AgJ(CH,O) . . 3.17%, CH,O 
’ 7,023 ,, AgJ(CH,anN). 1,97°, CH, ar 


Methyliert-phosphoryliertes Fibrinoglobulin : 


2.523 cem n/70 HCl... 13,739 N 
3,93 % N 


\-Bestimmung: 3,676 mg, 
5.339 ., 3.715 ,, n/70 HCl 
P-Bestimmung: 26.933 ., 0.0468 g Niederschlag. 2 
28,836 ., 0.0517 ¢ - «rs SORE 
2 
2 


_ 


2.52%, P 


Methoxylwerte: 18,780 3,503 mg AgJ. 2.46°, CH,O 
16,943 ,, 2,885 ,, AgJ 2,25 °% CH,O 


Euglobulin (33°,ige Sattigung mit Ammonsulfat). 


Nativer Eiwei®koérper: 


N-Bestimmung: 4,621 mg, 0.6115 cem N, (22°,744mm) 14,98°, N 

4.766 .. 0,631 .,. N, ( (22°, 747 ., ) 15,10% N 
Phosphoryliertes Euglobulin: 

N-Bestimmung: 5.716 mg, 3.779 cem n/70 HCl . . 13,22°, N 

7,444 ,, 5,032 » n/70 HCl .. 13,52% N 

P-Bestimmung: 30.524 ., 0,044 g Niederschlag .. 2,094°%, P 


27,039 ,, 0,0415¢ o - « 3,339 P 
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Methyliertes Eugiobulin: 


N-Bestimmung: 7,578 mg, 5.129cem n 70 HCl 


6,388 4,27 ., n/70 HCl 
Methoxy!l- 19,17 3,818mg AgJ. 
bestimmunge : 22,924 4.489 ,, AgJ. 


Methylimid- { 25,102 ,, 5,599 ,, AgJ. 
bestimmung: | 22,056 ,, 4,747 ,, AgJd. 
Methyliert-phosphoryliertes Euglobulin: 


N-Bestimmung: 6,320 mg, 4.24 cem n 70 HCl 
7,387 ,, 4,931 n 70 HCl 


P-Bestimmung: 33,027 
45,543 ., 0.0251 ¢ 


Methoxylwerte: 12,929 ,, 2,30 mg AgJ 
11,083 ,, 1,699 ,, AgJ 


| Pseudoglobulin (50° ice Sattigung mit 


Nativer Eiweibkérper: 


0.0176 ¢ Niederschlag. 


N-Bestimmung: 3,953 mg, 0.495 cem N, (18°, 742 mm) 


4,105 ,, 0,518 N, (21°, 747 
Phosphoryliertes Pseudoglobulin: 
N-Bestimmung: 7,508 mg, 5,000 cem n 70 HC] 
6.248 ,, 4,102 .. n 70 HCl 
P-Bestimmung: 35,953 
42,206 ,, 0.0393 ¢ 
Methyliertes Pseudoglobulin : 
N-Bestimmung: 5,209mg, 3,27 ccm n,70 HC] 
4,691 ., 2,99 , n/70 HC) 
j 13,662 ,, 2,506mg AgJ 
bestin mung: | 20,545 ,, 4,066 ., AgJ 
Methylimid- { 20,545 ,, 6,778 ,, AgJ 
\ 27,420 ., 10,296 ., AgJ 


Methoxyl- 


bestimmung : 


Methyliert-phosphoryliertes Pseudoglobulin : 
N-Bestimmung: 4,398 mg, 2.39 ccm n,70 HC! 
6.916 ., 3,738 n 70 HC! 

P-Bestimmung: 41,246 
21,34 ., 0,0423¢ io 

Methoxylwerte: 15,866 2,553 mg AgJ . 
15,386 ,, 2,443 ,, AgJ. 


0.0339 g¢ Niederschlag. 


0.0835 ¢ Niederschlag. 


) 





13.54 % X 


Albumin I (66° ice Sattigung mit Ammonsulfat). 


Nativer Eiweiikérper: 
N-Bestimmung: 4,305 mg, 0,5537cem N, (20°, 743mm) 
4,540 ,, 0,584 ,, N, (22°, 746 


) 


Ammonsulfat ). 


13,35 °% N 
2,63 °,, ¢ Hef 
2,59 °,, CHO 
143°, Cl 
1,38 °%, CH 
13,42 % N 
13,35 % N 
6.77% P 
080°, P 
2.35°, CHO 
2,03 °,, CHO 
14,34°, N 
14,40°,, N 
13,32 % N 
13,14°, N 
1.37% P 
1.35% P 
12,54°% N 
12.74% N 
2,42 °, CH,0O 
2,62 9°, CH,O 
2.11% CH 
2,40°% CH 
10,87°, N 
10,81°% N 
2.94% P 
2,88°% P 
2.13% CH,O 
2,21° CH,O 
14,65°, N 
14.61°, N 








Chemische Charakterisierung der Serumproteine. 


sphoryliertes Albumin I; 


\Be-trmmung: 3,645 mg, 2.476cem n 70 HCl 
4.569 ., 3,060 ., n/70 HC! 
Bestummung: 28,567 ., 0.0128 ¢ Niederschlag 


26,129 ., 0.0128 ¢ 


Methyvliertes Albumin I: 
\.Bestimmung: 5,578 mg, cem n 70 HCl 
5,452 n 70 HCl 
17,780 ., 2.045 mg AgJ 
Vethoxvl- 21,549 ., 2,059 ., AgJ. 
a 17,891 ,, 1,861 ,, AgJ 
| 
{ 


3.82 
3,727 


20,018 ,, 2,262 ,, AgJ 
24.069 ,, 9,153 ,. AgJ 
21.813 ., 9,278 ., AgJ. 


Vethvlimud- 
tummune¢ : 
Methyliert-phosphoryliertes Albumin I: 

\-Bestimmung: 4,672 mg, 2.472 cem n/70 HCl 

3.773 ,, 2,034 ,, n/70 HC) 

Bestimmung: 22,164 ,, 0.0205 ¢ Niederschlag. 

30,463 ., 0.0237 2 
Vethoxviwerte: 13,325 ., O.577mg AgJ 
19,229 ., 0,978 ., AgJd 


—< 


Albumin 11 (100°. ige Sattigung mit Ammonsulfat). 


Nativer Eiweiikérper: 
\-Bestimmung: 4,194 mg, 0,514 cem N, (21°, 743 mm) 
3,490 ., 0,426 ,, N (am, 744 —— 


Phosphoryliertes Albumin LI: * 
\-Bestimmung: 7.298 mg, 4.45¢ecm n 70 HCl 
8,159 ., 4,99 ,, n/70 HCl 
Bestimmung: 47,07 ., 0,0192 ¢ Niederschlag. 
35,130 ,, O01llL ¢ 
Methyliertes Albumin II: 
\-Bestimmung: 5,04] mg, 3,47l cem n 70 HCl 
5,083 ,. 3.543 .,, n/70 HCl 
Methoxyl- { 29.627 ., 4,361 mg AgJ 
bestimmung: | 28,049 ., 4,188 ., AgJ. 
Methyvlimid- { 21,591 ,, 7,73 


28 ., Agd 
vestimmung: | 19.332 ,, 6.512 


AgJ. 


Methyliert-phosphoryliertes Albumin II: 
\-Bestimmung: 7,198 mg, 3.406 cem n 70 HC] 
5.656 ,, 2,691 ., n/70 HC) 
P-Bestimmung: 40,297 ,, 0.0713 ¢ Niederschlag. 
35.518 .. 0.0633 ¢ 
Methoxylwerte: 25,627 ,, 2,044mg AgJ. 
24.508 ., 2.406 ,, AgJ. 
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Zusammenfassung. 


1. Bei der schonenden Phosphorylierung der Serumprotein: 
Rimington ergeben sich wesentliche Differenzen im Phosphoryeh,) 
zwischen den Albuminen und Globulinen in dem Sinne, daB die (0) 
line wesentlich mehr Phosphorsiure aufnehmen als die Albumin 

2. Die nach Kossel und Edlbacher methylierten Serumprote; 
ergeben fiir die Methoxylwerte analoge Resultate wie die Phosphv; 
lierung, doch liegen die Methoxylwerte durchschnittlich héher als (| 
fiir Phosphor ermittelten Werte. 

3. Die Methylimidwerte und mit ihnen die N-Methylzahl zeiy 
mit Ausnahme des Pseudoglobulins, bei den Globulinen wesent 
niedrigere Werte als bei den Albuminen. 

4. Mit Dimethylsulfat methylierte EiweiSkérper lassen sich weit 
phosphorylieren. Unter der Annahme, daB die Phosphorsiure av. 
schlieBlich in esterartiger Bindung, mit OH verkniipft, vorliegt. wi 
die Bedeutung der Oxyaminosauren fiir den Aufbau des EiweiBmolet 
diskutiert. 

5. Die erhaltenen Resultate lassen sich vielleicht dahin auswert: 
in der Phosphorylierung einen Weg zu suchen, freie OH-Gruppen vy: 
Oxyaminosauren im Verband des Eiweibmolekiils annahernd quantitat 


zu erfassen. 








Is di Fortlaufende Untersuchungen 
iiber den Chemismus der Angiospermensamen und die diuGeren 
“ig natiirlichen wie kiinstlichen Keimungsfaktoren. 


IV. Mitteilung: 
veiter Untersuchungen iiber die Farbstoff- und Salzpermeabilitit von Frucht- 
und Samenschalen., 


; Von 
CK 
Anneliese Niethammer. 
rte; \us dem Institut fiir Botanik und Warenkunde der Deutschen technischen 
Vol Hochschule in Prag.) 
tat 


(Eingegangen am 12. April 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der letzten Mitteilung haben wir uns mit dem EinfluB von 
berflachenaktiven Substanzen beschaftigt und die Ansicht geduBert, 
daB diese Agenzien wahrscheinlich im Innern des Kornes biochemische 
Umsetzungen bedingen. Um nun diese Ansicht auch nur einigermaben 
experimentell zu bekraftigen, bedarf es langerer Umwege, die sich aus 
histochemischen und histologischen Studien zusammensetzen!. 

Die inneren Umsetzungen, die durch Reizwirkungen bedingt 
werden, kénnen nur durch einen Einblick in das Innere des einzelnen 
Zellebens gefaBt werden. Einen so!lchen Einblick in das Innere des Zell- 
komplexes kénnen wir bei Samen leicht gewinnen. Bei der Bearbeitung 
der Einzelheiten kénnen wir, wie bereits gesagt wurde, nur histochemisch 
und histologisch vorgehen. 

Grundlegend bei der Bearbeitung dieses Problems ist es, da8 man 
sich dariiber klar ist, ob man es mit einer echten oder nur einer scheinbaren 
Reizwirkung zu tun hat. Diese beiden Begriffe wurden von uns in einer 
erst kiirzlich erschienenen Arbeit aufgestellt'. Unter echter Stimulierung 
verstehen wir den Erscheinungskomplex, der sich direkt auf die Zelle, und 
zwar gewOhnlich auf das Zellinnere des gereizten Organs bezieht. Nur 
liese Art der Stimulierung, die einen Eingriff in das dynamische Lebens- 


1 4. Niethammer, Zellstimulationsforschungen 8, 1929; diese Zeitschr. 
199, 175, 1928. 
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system darstellt, wollen wir hier behandeln. Es sei hier vorausy: 
dali diese Art der Stimulierung viel seltener auftritt, als man bis 
glauben geneigt war. Fiir sie wird es vielleicht gliicken, eine gewisse S) 

zu finden. Die zweite Art der Stimulierung, die scheinbare, sei 
erwahnt. Sie liegt dann vor, wenn die Desinfektionskraft, die viele, RP 
stoffen innewohnt, durch die Abtétung von Pilzen und Bakteri 
dem Korne anhaften, Bedeutung erlangt. In dieses Kapitel gehor 
Verletzungen, die Reizstoffe bedingen und die dann sekundar die \\ 
aufnahme erleichtern. 


des Kornes. 


Lésungen in das Innere des Kornes crientieren. 


1. Typen mit semipermeablen Wadnden. 


Hierher gehéren vor allem die Friichte der Gramineen, mit 
sehr viele Reizversuche angestellt wurden. Die semipermeablen Membra: 
sind in der Frucht- oder der Samenschale zu suchen. Theoretisch jst 
hier von vornherein schwer, an eine echte Stimulierung zu denken. 
zwar aus folgenden Griinden. Die Arbeiten von Schréder' und BR); 
weisen darauf hin, daB durch diese semipermeablen oder selektiv permea! 
Wande eine Unzahl von Stoffen gar nicht permeieren kénnen.  Fii: 


sind nun nicht befahigt, durch die semipermeable Hiille in das Inner 
Kornes zu permeieren. Wie vermégen dann solche Agenzien eine Ri 
wirkung auszuiiben? Ein allgemeines Durchdringen durch die Testa 
den Zellen des Endosperms ist vielleicht nicht notwendig, da von | 


Hiilleh umgeben ist, ware notwendig. 
Wir haben die teils bekannten Tatsachen durch eigene Untersuchuny 
erweitert. Bei der Ausfiihrung der Versuche legten wir den gréBten We 


wirklich reinen destillierten Wassers hingewiesen und eine Apparatur 
Gewinnung desselben beschrieben. Den Anregungen von Fitting folger 
verwendeten wir eine recht ahnliche Apparatur, die wir von einem ( 
bliser herstellen lieBen. Die Farbstoffe, die benutzt wurden, waren Origi: 
Griibler, die Salze durchweg Original pro analysi Kahlbaum oder Me 


mittels Pipetten und Biiretten die nétigen Konzentrationsstufen |. 
gestellt wurden. Die Aufbewahrung der Stammldésungen  erfolgt« 


ein vollkommen intaktes Material zu legen. Wir benutzten einen Weizer 


! Schréder, Centralbl. f. Bakteriol., Abt. 2, 28, 492, 1910. 
2 A. Rippel, Ber. d. Deutsch. Botan. Ges. 36, 202, 1918. 
8 H. Fitting, Jahrb. f. wiss. Botan. 67, 427, 1927. 





I. Versuche iiber das Eindringen verschiedener Lésungen in das [nner 


Bevor wir tiber die Wirkungsweise der Reizstoffe diskutier 
kénnen, miissen wir uns einmal tiber das Eindringen verschiedene 


verschiedenen Gramineenfriichte sind eine groBe Zahl von Reizstofte: 
und zwar Nitrate, Sulfate und Chloride, bekannt. Alle diese Agenzie: 


nicht der erste Impuls zur Keimung ausgeht. Ein Vordringen zu de: 
seitlich am Korne gelegenen Embryo, der desgleichen von den sehiit zende 


auf reinste Substanzen. Fitting® hat erst kiirzlich auf die Bedeutung eines 


Von den Lésungen wurden Stammldésungen hergestellt, aus denen dam 


Dunkeln. Weiterhin ist bei einschligigen Versuchen der gréGBte Wert au 
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’ (Siegerliander), der zur Zeit der Versuchsanstellung noch in den 
\hren stand, und jeweils nach Bedarf wurden die Kérmer vorsichtig mit 


Hand ausgeldést. 


a) Anwendung von Vitalfarbstoffen 


Die Vitalfarbungen wurden im Anschlub an die in der Zellphysiologie 
h geiibten Farbemethoden ausgefiihrt. Erst kiirzlich ist von Albach? 


vusfiihrliche Arbeit tiber Vitalfarbungen erschienen. Im Anschlub 
Untersuchungen von Albach wahiten wir zunadchst Eosin (blaiulich) 

weren Versuchen. Die gewahliten Konzentrationsstufen betrugen 

here ol, 0.007 und 0,0001°,. Die Dauer der Einwirkung wurde verschieden 
<en, und zwar von 3 Stunden angefangen bis zu 24 Stunden. Als 


Quelltemperatur wahiten wir 15 und 32°C. Da die Photosensibilitat des 
Kosins bekannt ist, fanden die Schalen im Dunkeln Aufstellung. 


In keinem Falle, wie auch die Versuchsanordnung modifiziert warde, 
unte ein Eindringen der wdsserigen Farbstofjlésung erzielt werden. Bei der 
Prifung mul man duberst vorsichtig verfahren, dali man bei der An- 
rigung der Querschnitte aus dem Korne nicht zufallig Farbstoff in das 
mere des Korres tibertragt. Die Kémer wurden nach Herausnahme 
iden Lésungen mit einem sauberen Leinwandtuch vorsichtig abgetrocknet 
d sehr behutsam mit einem scharfen und trockenen Rasiermesser ge- 
whnitten. Die Betrachtung erfolgte trocken auf dem Objekttrager unter 
Bedeckung mit einem Deckglas bei schwacher und mittlerer Vergréerung. 
ae Bei einer Einwirkungszeit von nur wenigen Stunden erfolgt tiberhaupt 

ein Eindringen, bei langerer Dauer dringt der Farbstoff bis zur innersten 
Partie der Fruchtschale, den Schlauchzellen, vor. Die Testa bleibt bereits 


I 
i 


er ngefarbt. 
les Die Schlauchzellenpartie der Fruchtwand ist die einzige Schicht, 
e bei der Behandlung ungefirbter Schnitte mit Chlorzinkjod eine tiefe 
Blaufarbung gibt. Die anderen Schichten zeigen nur eine ganz geringe 
Blaufarbung, die darauf beruht, daB einzelne Membranlamellen aus Cellulose 
bestehen. Eine intensive Blaufarbung nach Behandlung mit Chlorzinkjod 
el eigen, wie bereits Schréder (|. c.) angibt, die Aleuron- und Nucellarzellen. 
Ganz ungefarbt bleibt mit diesem Reagens nur die Epidermis der Frucht- 
el whale. 

Auf Verholzung priiften wir mit Salzsiure und Phloroglucin. Die 
Fruchtschalenepidermis bleibt ungefarbt, desgleichen, wie zu erwarten 
war, die Aleuron- und Nucellarpartie. Die tibrigen Partien der Frucht- 
whale werden gefarbt, wobei die zweite und dritte Zellage von aulen die 
tensivste Farbung zeigt. Die Samenschale ist unverholzt. 


Mit Sudan III gibt nur die Fruchtschalenepidermis eine intensive 

' Rotfarbung, was darauf hindeutet, dal diese Zellage verkorkt ist. 
I Die Farbstoffe erfiillen nun die Fruchtschale bis zur Testa. Die Mem- 
ranen, von denen wir mikrochemisch die Verholzung und die Verkorkung 
ichwiesen, lassen den Farbstoff ungehindert durch. In diesem Zusammen- 
ing ist man beinahe gezwungen anzunehmen, dab die vielleicht noch 
enden Partien, die die intensive Cellulosereaktion erkennen lielen, die 
vlezierenden Membranen fiihren. NSchréder sieht in den Nucellarzellen die 


! W. Albach, Protoplasma 5, 412, 1928. 


18 * 
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selektiven Membranen. Uns will es beinahe erscheinen, daB auc! 

den Schlauchzellen in der Richtung Bedeutung zukommt. 
Ubrigens gewannen wir an entfetteten Praparaten dieselben Ery 

beziiglich Cellulose- und Verholzungsreaktion. Zur Entfettung verw: 


hergestellt worden war. Der Soxhlet hatte samt dem Kugelkiih|: 
Héhe von 12 cm, und in der halben Héhe des Zylinders wurde ein 
Drahtnetz angebracht, auf das die Schnitte gelegt wurden. Du: 
Einfiihrung dieses Netzes wurde erzielt, daB die Schnitte immer 
mit reinem Extraktionsgut in Beriihrung kamen. 


beobachtet werden. Die gleichen Ergebnisse wie mit Eosin wurd 


erzielt. 
Im AnschluB an die bereits zitierte Arbeit von Albach wurd: 


Wir wahlten 1- bis 0,001 °%ige Stufen. Es konnte in keinem Fall 
besseres oder tieferes Eindringen erzielt werden. 


Falle den wohlfeilen Formaldehyd. Derartige Farbstofflésungen 
meieren ohne weiteres in das Zellinnere. 


Aldehyd, aber immer noch wahrnehmbar. 


bj} Anwendung verschiedener Salze. 


Farbstofflésungen sind fiir Modellversuche recht geeignet, es 
aber noch die Frage beantwortet werden, wie sich Salze beziiglich 


kérner 1 bis 48 Stunden in 1- und 0,1 °gigen Lésungen von Calciumn 
Kupfersulfat und Zinksulfat quellen. Auf die An- bzw. Abwesenheit 


rasch in die Pflanzenzelle eindringt. Fitting‘ konnte beispielsweise z« 


1 G. Klein, Praktikum der Histochemie. Wien und Berlin, Spri 


2 G. Gickelhorn, Protoplasma 2, 1, 1927. 
F. Emich, Lehrb. d. Mikrochem. Miinchen, Bergmann, 1926. 
F . Fitting, Jahrb. f. wiss. Botan. 56, 1, 1915. 





wir einen Mikrosoxhlet, der im AnschluB an die Angaben von G. i), 


Bei dem Embryo kann ebenso wenig ein Eindringen des Far} 
Methylenblau (basischer Farbstoff), Neutralrot, Kongorot und Orany 


der EjinfluB verschiedener Salze gepriift, die durch eine Permeability 
erhéhung die Vitalfarbung begiinstigen. Es sind dies z. B. Aluminin 
chiorid und Kaliumalaun. Bei den Versuchen des oben zitierten Aut 
geniigten bereits recht geringe Mengen zu einer erfolgreichen Anwendung 


Ganz anders liegt die Sache, wenn man die Farbstoffe in Aldehyden 
lést. Aldehyde sind bekanntlich, wie viele andere Substanzen, befahigt 
die semipermeablen Wande zu durchdringen. Wir wahiten im vorliegende: 
1 


Weiterhin versuchten wir, im AnschluB an die Versuche von Gickelhorn?, 
ein Anséuern der Farbstofflésungen mit Essigséure. Essigsaéure yvehort 
ebenfalls zu den Substanzen, die semipermeable Wande durchdringen 
Ein Zusatz von 1- bis 3 Giger Essigséure bedingt tatsachlich ein Eindringe: 
in das Innere des Kornes. Dieses Eindringen ist nicht so stark, wie bei dem 


Permeierungsvermégens verhalten. Die Angaben aus der Literatur zeig 
bereits, daB viele Salze nicht eindringen kénnen. Wir lieBen die Weizer 


Salzes priiften wir mittels der histochemischen Methoden, wie sie G. A/: 
(l.c.) und Emich*? nachgewiesen haben. Es konnte, wie bereits erwartet 
wurde, kein Eindringen in das Korninnere festgestellt werden. Die Salx 
bleiben durchweg in der Fruchtschale. Im AnschluB an diese Versi 
priiften wir noch einige Kaliumsalze, da bekannt ist. daB Kalium relatiy 
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iliumsalze rasch eindringen, wogegen Calciumsalze iiberhaupt nicht 
ven. Desgleichen stellt Kaho! bei seiner Kationenreihe, die tiber 
rmégen der Salze, in das Zellinnere einzudringen, Auskunft gibt, 


K , an die Spitze und Calcium an das Ende. 
Wir priiften das Sulfat, Chlorid, Bromid und Rhodanid. Das Rhodanid 
ehort in der Kahoschen Reihe wieder an die Spitze und mul theoretisch 


esten eindringen. 

Durch die Testa des Weizenkornes vermag nur das Rhodanid 
einzudringen, die anderen bleiben in der Fruchtschale zuriick Bei 
lem Embryo dringen alle vier Salze ein, wenn auch recht verschieden. 
Das Eindringen entspricht tatsichlich der Anionenreihe, wie sie von 
Spek* bei Versuchen mit Opalina gefunden wurde, desgleichen deckt 
sie sich mit der Reihe von Kaho. Sie lautet: KCNS KBr > KCl 

K,SO,. In einer friiheren Mitteilung konnten wir auch zeigen, daB 
Rhodankalium gut stimulieren kann*. 

Es wurde ferner noch das Verhalten einer organischen Quecksilber- 
Arsenverbindung studiert. Ein Eindringen dieser Lésung erfolgte 
ebensowenig wie bei vielen anorganischen Salzen. Allerdings konnten 
wir das Eindringen der Substanz nur an der starken Eigenfarbung 
derselben verfolgen, da die histochemischen Nachweise fiir die oben 
zitierten Verbindungen noch nicht ausgearbeitet sind. 


c) Anwendung der Infiltrationsmethode nach Gickelhorn. 
Der zitierte Autor verwendete zur Farbung verschiedener pflanz- 
licher Objekte mit bestem Erfolg die Infiltrationsmethode*. Dieselbe 
besteht darin, daB man aus dem zu untersuchenden Objekt die Luft 
ntweder ganz oder teilweise entfernt und dann im luftverdiinnten 
Raume die Farbstoffe eindringen 14Bt. Auch mit Hilfe dieser Methode 
gelang es nicht, die Farbstoffe in das Innere zu pressen. 


2. Typen, die nicht sicher durch den Besitz semipermeabler Me mbranen 
gekennzerchnet sind. 

Wo keine semipermeablen Wande vorliegen, sind die Verhaltnisse 
fir das Eindringen verschiedener Lésungen natiirlich andere. Wir 
studierten einen Samen der Familie der Leguminosen, und zwar die 
Erbse. Von derselben war uns sehr schénes Material, Viktoriaerbse, 
direkt von der Zuchtstation in Tuchorschitz in dankenswerter Weise 
zur Verfiigung gestellt worden. 


* H. Kaho, Universitatis Dorpatensis Institut Botanici Opera Nr. 18, 1924. 

2 J. Spek, Arch. f. Protistenkde. 46, 166, 1923. 

3 A. Niethammer, Zellstimulationsforschungen 2, 1927. 

4 G. Gickelhorn, s. R. Keller und J. Gickelhorn, Handb. d. biol. Arbeits- 
methoden, Abt. 5, 1928, S. 1189. 
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a) Anwendung von Vitalfarbstoffen. 


Die Versuchsanordnung war wie bei Weizen, Einzelheiten k 
daher wegbleiben. Es mu hier hervorgehoben werden, daB ax 
das Eindringen recht bescheiden und zégernd vor sich ging. Du 
Testa geht im allgemeinen kein Farbstoff in das Innere des Kornes., : 
bei der Plumula erfolgt das langsame Vordringen, das von hier dann zw 

den beiden Kotyledonen bis in das Inner: 

Hier von dem Innern geht dann ein lang. 

Keimblatt Strom des Farbstoffs zu den beiden Seiten 

Vordringen des Farbstoffs im Kotyledonenpare: 
¢ Plumula, geht auBerordentlich langsam vor sich. Nach 48-<1 

_— Hilum = diger Quellung waren, wenn wir von der Mit! 

farostof Kornes ausgehen, erst wenige Zellen gefarbt. Bi 
Abb. 1 Quelltemperatur von 33° erfolgt das Eindringen ra- 


0 


als bei einer Temperatur von 15° (Abb. 1). 


Ein Zusatz von Aluminiumchlorid oder Kaliumalaun in den 
erwahnten Konzentrationsstufen beschleunigt das Eindringen in geri: 
Mabe, das gleiche gilt fiir ein Anséiuern mit Essigsaure. 


b) Anwendung von Salzen. 


Hier werden wieder dieselben Verbindungen wie bei Weizen gepriitt 
Kalknitrat, Kupfersulfat und Zinksulfat dringen nur bei der Plhunula 
bescheidenem Mabe ein und verbreiten sich genau so wie die Farbst 
Die Kalisalze dringen e'entalls bei der Plumula ein, und zwar entsp: 
das Eindringen wieder der friiher zitierten Reihe. Durch die Testa ga 
allgemein vermag wieder nur das Rhodanid einzudringen. 


Bei der Erbse sind zwei Tatsachen auffallend. Die Testa, die hier aus 
den bekannten Pallisaden mit ihren Tragern besteht, laGt selbst bei lange: 
Einwirkungsdauer nur in seltenen Fallen Farbstoffe und Salze dure! 
Besteht hier vielleicht auch eine Semipermeabilitaét ? Rippel (1. c.) we 
ebenfalls auf eine solche Vermutung hin. Es kann auch die sklerenchymat isc! 
Natur der Pallisaden von Bedeutung sein. Im AnschluB an diese Frage 
priiften wir noch, ob Calciumnitrat bei Sellerie in das Innere eindring 
Es ist dies auch nicht der Fall. Dringen allgemein hier Salze auch so schwer 
ein, dann ist es begreiflich, daB der giinstige Lichteinflu® bei diesen Sa 
so schwer ersetzbar ist. Dies ware ein neuer Beweis dafiir, daB Licht wol 
doch, wie Lehmann annimmt, auf das Innere wirkt. 

Ferner ist zu erwaihnen, da innerhalb des Kotyledonenparenchy: 
sowohl die Ausbreitung des Salzes als des Farbstoffs unendlich langsa 
erfolgt. 

Die hier ermittelten Erfahrungen haben entschieden schon einict 
Licht in die anfangs angeschnittenen Fragen gebracht. und wir wollen 
nachsten Abschnitt auf die Angriffsweise der Reizstoffe eingehen. 


Il. Untersuchungen und theoretische Bemerkungen iiber die Angriffsweise 
der Stimulantia. 


Das teils voéllig unterbundene, teils sehr zégernde Eindringen 


von Lésungen in das Sameninnere zeigt uns, daB wir mit Erklarungen 
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r vorsichtig sein miissen. Bei dem Weizenkorn werden wir wahr- 
ich oft auf eine echte Stimulierung verzichten miissen und fiir 
ringen Reizeffekt die Desinfektionskraft des Agens verantwortlich 

achen miissen. Die Reizwirkung von Silbernitrat, dessen Eindringen 

das Korn der Gramineenfrucht unméglich ist, wird jiingst von 

Konsoluff? als echt aufgefaBt. Unseres Erachtens handelt es sich hier 

lie Desinfektionskraft. In den Fallen, wo uns die Annahme einer 

heinbaren Stimulierung nicht mdglich erscheint, miissen wir die 

Reizwirkung anders erklaren, worauf wir in einem kommenden Absatz 
nvehen werden. 

Es miissen nun verschiedene Einwirkungsméglichkeiten besprochen 
verden 

1. Enzymbeeinflussung. 

Eine Erklirungsméglichkeit, die sehr gern verwendet wurde und 
lie wir auch nicht abgelehnt haben, ist die Annahme einer Enzym- 
eschleunigung. Enzymaktivierungen sind an und fiir sich etwas 
Haufiges und bei dem Ingangsetzen der Keimung spielen Enzyme eine 

ht groBe Rolle, so daB diese Erklarungsméglichkeit sehr bestechend ist. 

Unsere einfachen Versuche haben nun gezeigt, daB bei den Grami- 
eenfriichten (man kann meines Erachtens die Resultate von Weizen 
erallgemeinern) bei sehr vielen Stoffen ein Eindringen unméglich ist 
Eine Enzymbeschleunigung kénnen wir uns nur im Innern des Kornes 
chtig vorstellen. Es ist kaum anzunehmen, daB in der Frichtschale. 
lie zudem aus totem Zellmaterial besteht, eine gréBere Menge von 
Enzymen vorhanden ist, deren Aktivierung von Bedeutung ist. In 
liesem Zusammenhang ist noch auf eine Arbeit von Becker? hinzuweisen 
lie sich mit der Reizwirkung der verschiedensten chemischen Agenzien 
uf das Samenkorn des Weizens beschaftigt. Es kénnen die heterogensten 
Stoffe, allerdings nur in schwachem AusmaB, die Keimung begiinstigen 
ind zwar: Kalium-, Lithium-, Magnesium- und Kupfersulfat. | Von 
liesen Verbindungen ist durchweg bekannt, daB sie nicht permeieren 
Nur das Kaliumsulfat dringt in geringem Ausmab ein. Der Verfasser 
lieser Arbeit bemiiht sich nun, die giinstigen Wirkungen dieser Agenzien 
lurch eine Enzymaktivierung zu deuten. Vor allem denkt er an die 
Diastase. In Modellversuchen konnte gezeigt werden, dab viele, aber 
nicht alle dieser Agenzien in der Eprouvette die Diastasetatigkeit 
anregen. Eine Stimulierung der Diastasetatigkeit kann unseres Er- 

achtens dann, wenn das Agens gar nicht eindringt, kaum als zutreffend 

erkannt werden. Man kénnte allenfalls noch an andere Enzyme denken. 

Es ist aber bereits friiher darauf hingewiesen, dab die Zellen der Frucht- 


' S. Konsoluff, Zellstimulationsforschungen 3, 1928. 
2? A. Becker, Landw. Jahrb. 68, 501, 1926. 
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schale tot sein diirften und daher in dieser Partie des Kornes, w. 
Reizstoffe zuriickbehalten werden, nicht viel Enzyme vorhan 
sein werden. 

Bei anderen Kérnern, wo ein Eindringen erfolgt, kann man alle; 
falls an die direkte Enzymbeeinflussung denken. Eine indirekte St in 
lierung in einer Weise, die heute noch nicht erklarlich ist, ware allenfa)). 
auch bei den anderen Kérnern méglich. Wir miissen der Frage ale 
niher treten: Wie kann eine Einwirkung auf die Fruchtschalenzelle) 
gedeutet werden’ Dariiber werden wir im nachsten Absatz berichte 


2. Beeinflussung der Permeabilitadt. 


Eine echte Stimulierung wird bei der Beeinflussung der Fruch; 
schale nicht eintreten, da wir dieselbe mit einer Einwirkung auf 4) 
lebenden Teile des Samenkornes unbedingt vereinen wollen. Die Stimny 
lierung kénnte sekundir sein, wir wollen dann die echte Stimulieruny 
als die primdre auffassen und die sekunddre zwischen sie und die schei) 
bare stellen. 


Durch das Agens wird eine Permeabilitaétserhéhung in der Frucht 


schalenpartie ausgelést. Durch diese Permeabilititserhéhung konnt: 


dann rein sekundar bei dem vollkommen normal einsetzenden Keimungs. 
beginn der Austritt des Keimes begiinstigt werden. Beziiglich eine: 
solchen PermeabilitaétserhGhung miiBten sich gewisse Gesetzmabig 
keiten herausarbeiten lassen. Wir haben die Quellungsreihe, die Sp:/ 
an Opalina ranarum aufgestellt hat, einma! 
auf Samen iibertragen. Die Reihe sei a: 
gefiihrt : 


KONS > KBr > KCl > K,SO, 


100 


Die einzelnen Werte geben keine gut: 
% Ubereinstimmung mit der Reihe, wenn 
man die auBerlich sichtbare Keimfahigkeit 
g007% als Wertmesser annimmt. Vergleicht man 





dagegen die ganzen Keimkurven bei den 





v/4 it i7 ‘ » : 
verschiedenen Konzentrationen, so be 


Abb. 2. kommt man eine Ubereinstimmung bis auf 

I = Rhodanid. II = Bromid. — . , 
Ill = Chlorid. IV = Sulfat. das Kaliumsulfat. Die Versuche wurden 
mit Hordeum vulgare ausgefiihrt. Dir 
stirkste Beeinflussung erzielt man durch das Rhodanid; es _ ist 
interessant, daB auch das Natriumrhodanid stimulierend  wirkt 


i] 


Wahrscheinlich dringt dasselbe in ebenso starkem MaBe ein (Abb. 2 


Das Bromid, Chlorid und Sulfat dringen bei Weizen (man kann 
die Resultate dieses nahen Verwandten auf Gerste iibertragen) nicht 
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die Testa, sie dringen nur in geringerem Mabe bei der 


duren 
Plumula ein. 


In dem Zusammenhang ist es wichtig, sich Klarheit zu verschaffen, 
ob Stoffe, die einwandfrei eindringen kénnen oder die befahigt sind, die 
Permeabilitat zu erhéhen, stark reizend wirken. Eine Stiitze fiir diese 
Ansicht bildet das Verhalten von Saponinsubstanzen bei Weizen, die 
stark reizend wirken. Ebenso bekannt ist, daB Blausiure, die gut in 
lebende Zellen permeiert, sehr stark stimuliert. Auch dampffirmiger 
Acetaldehyd wirkt giinstig. Erstaunlich ist wieder, daB Selenerden, 
liber deren permeabilitétserhGhende Wirkung nicht bekannt ist, so 
ginstig wirken. 

Die PermeabilitétserhGhung kénnte natiirlich auch bei anderen 
Kérnern als solchen mit semipermeabler Wand von Bedeutung sein 
Eine Erhéhung der Permeabilitét bei den Endospermzellen, wo wir 
gesehen haben, dab der Farbstoff sehr zégernd permeiert, ware vielleicht 
bedeutungsvoll. 

Auf der Grundlage einer Permeabilitatserhéhung lieBen sich 
tatsiichlich, wie oben angedeutet ist, die besonders starken Stimulations- 
wirkungen deuten, und fiir die schwachen kénnte die Untererklarung 
bleiben. 

An Viskosititserhéhungen, wie Konsoluff! sie angibt, méchte ich 
lieber nicht denken, da die Viskositat des Protoplasten schon ohnehin 
sehr hoch ist und man nicht gut glauben kann, daB eine Erhéhung 
derselben eine besonders giinstige Wirkung hat. 

Das beste und markanteste Stimulans, das wir tiberhaupt kennen, 
ist die Dauerbelichtung. Licht wirkt, wie die Ausfiihrungen von Aanzler? 
zeigen, ausgesprochen erhéhend auf die Permeabilitaét. Licht wirkt 
nun in einer Weise, ich denke dabei an die ob!'gaten Lichtkeimer, 
die durch andere Agenzien nicht ersetzbar ist. Man kénnte nuri nach 
dem vorhin Gesagten annehmen, daB die Lichtstrahlen im Gegensatz 
zu den Chemikalien eindringen (wofiir auch Beweise vorhanden sind) 
und deshalb so gut wirken. Dank seiner permeabilititserhGhenden 
Wirkung dringt das Licht durch die Schalen durch und wirkt auch 
im Innern permeabilitatserhéhend, so daf wir eine Kombinierung von 
primarer und sekundirer Stimulation haben. Wir kommen wieder 
zu der Ansicht, daB das Licht die inneren Teile des Kornes beeinfluBt. 


Licht wirkt aber nicht nur permeabilitétserhéhend, sondern es 


bedingt auch ein Altern. 


1 St. Konsoluff, Zellstimulationsforschungen 2, 113, 1926. 
2? L. Kanzler, Beih. z. bot. Centralbl. 41, 185, 1925. 
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Ill. Alterserscheinungen im Zusammenhang mit Stimulationswirkunep, 


Auf die Alterserscheinungen an Samen muB besonders hingew jose 
werden. Altern und Stimulieren sind zwei verwandte Begriffe.  Stiy 
lieren der Samen bedingt ein vorzeitiges Altern. DaB es beim Lich 
einfluB um ahniiche Erscheinungen geht wie beim Altern, kann ma) 
recht deutlich zeigen. LaBt man die Lichtsamen entsprechend |ang 
liegen, d.h. altern, so bedarf man des Lichteinflusses nicht meh; 
Nadson', der sich viel mit dem EinfluB von Radium auf die Pflanze) 
zelle beschaftigt hat, berichtet auch, daB die auf diese Weise stimulicrt: 
Zelle friiher altert. Ubertreibt man, so wird das Altern derartiy }y 
schleunigt, daB es zum Tode fiihrt. 


Wir wollen hier versuchen zu studieren, was mit der Zelle geschieht 
wenn sie altert. Die Permeabilitat wird erhéht. Albach weist in seine 
vorhin zitierten Arbeit auch darauf hin, da alte Zellen von Alliun 
cepa viel rascher und leichver gefirbt werden. Es lag nahe, auch \y 
Samen und Friichten die Vitalfairbung in der Richtung auszubauen 
Quellversuche an alten Gramineensamen hatten bereits gezeigt, da 
aus denselben in die Quellfliissigkeit milchige Substanzen ausgeschiede; 
werden, was bei lebendem Material nicht der Fall ist. Dies sprich 
entschieden fiir eine Umanderung in der Membranbeschaffenheit, di: 
wahrscheinlich in der Erhéhung der Permeabilitat besteht. An Rogge 
kérnern versuchten wir derartige Farbungen und konnten iibercin 
stimmend mit unserem vorgefabten Gedankengang finden, dal a: 
Embryo ein geringes Eindringen des Farbstoffs erfolgte, was bei den 
neuen Korne nicht eintrat. Es wurden Methylenblau, Kongorot und 
Orange G gepriift. Ubertragen wir diese Erfahrungen auf unser Problem 
so miiBten wir annehmen, dab durch die Stimulantia, die stark wirken 
eine Permeabilitatserhéhung ausgelést wird. In ahnlicher Weise wi 
beim Altern kann durch Uberreizung auch bei Samen Schiidigung 
und Tot eintreten. 


Wir wollen hier noch einmal einen Abstecher zu den friiher be- 
sprochenen Enzymwirkungen machen. Waren tatsachlich die Enzynx 
allein von so ausschlaggebender Bedeutung, so miiBte beim alten und 
alternden Korne durch Enzymzugabe, die allenfalls, um sicher in das 
Innere zu gelangen, injiziert werden miiBte, eine weitgehende Aktivierung 
des Kornes erzielt werden. Wir priiften an Weizen und Mais, auch i 
Form von Injektion, den EinfluB eines Diastasepriparats, ohne nur 
den geringsten EinfluB auf das sehr niedrige Keimprozent. Bei Riiben 
samen erzielten wir kein anderes Ergebnis. Es war dieser Miberfolg 
auch einleuchtend, denn es ist kaum anzunehmen, da wir die Lebens 


1 @. Nadson und A. Zollkovic, diese Zeitschr. 168, 457, 1925. 
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hzw. Alterserscheinungen chemisch werden fassen kénnen. Die An- 
uhme von physikechemischen Zustandsinderungen, wie sie auch 
Perpmeabilitatsinderungen darstellen, sind viel wahrscheinlicher. 


Bei solchen Untersuchungen ware es wesentlich, einmal genau dariiber 
eptiert zu sein, welche Zellen des Samens bzw. der Frucht leben und 
elehe nicht. Griinfelds' Versuche an Endospermen zeigen bereits, dab 
ndospermzellen bei Mais lebend sind. Zellphysiologisch kann man 
iiber die Lebenskraft einer Zelle durch Plasmolyse orientieren. Plas- 
lvseversuche sind nun an Samenzellen, die einen extrem niedrigen 


Wassergehalt haben, kaum durchfiihrbar. Bei trocken behandelten Samen, 
h. die nicht vorgequollen waren, konnten wir begreiflicherweise in keinem 
Falle Plasmolyse erzielen. Bessere Erfolge erzielt man, wenn man die 


samenkérner, beispielsweise Weizen, durch 15 bis 20 Stunden in Wasser 
nguillt. Bei so vorbehandelten Zellen konnten wir in Randzellen des 
Embryo und einmal in Aleuronzellen Plasmolyse und Deplasmolyse er 
elen. Als Plasmolytikum wurde 20 °,iger Kalisalpeter und 30°, iger Rohr 
wker verwendet. Die Plasmolyse trat erst nach einigen Stunden ein. 
Bei einem Weizenstamm, der aus dem Jahre 1907 stammte, konnten wi 

keinem Falle mehr Plasmolyse erzielen, was zeigt, dab die Zellen ab- 
vestorben sind. Ich méchte darauf hinweisen, dab, wie Pringsheim?® gezeigt 
at. viele der Schwermetallsalze, iiber die wir heute diskutiert haben, 
Plasmolytika sind. Vielleicht kénnte man durch Plasmolyseversuche, die 
ilerdings hier sehr miihsam sein werden, etwas tiber die Permeabilitats- 
erhaltnisse an Samenzellen, in ahnlicher Weise wie Fitting (l.c.) es an 
mderen Objekten getan hat, erfahren. 

Hier wollen wir noch erzaéhlen, da®B wir alte und frische Samen, und 
war von Weizen, histochemisch durchgearbeitet haben. Qualitative 
Unterschiede kénnen wir, soweit unsere Untersuchungen gehen, vorléiufig 
nicht angeben. 

Der Weizenembryo gibt, ob er nun tot oder lebendig ist, mit dem 
histochemischen Fettreagens Sudan III eine deutliche und recht allgemeine 
Rétung. Im Nahrgewebe und auch in den Aleuronschichten sind keine 
Unterschiede histochemisch greifbarer Natur zu verzeichnen. Kinzig 
auffallend ist, daB im lebenden Korne die Zellwande des Embryos sich 
mit Chlorzinkjod rasch und intensiv lila fairben, wogegen bei dem .toten 
Embryo diese Tingierung langsam und unvollkommen eintritt. Sollte 
dies ein Hinweis sein, daB die Membranbeschaffenheit geandert wird * 
Da in dem Zellinhalt chemisch zwischen toten und lebendigen Samen- 
zellen kein Unterschied aufgedeckt werden konnte, ist nach all dem Gesagten 
begreiflich und paBt gut in den Rahmen. Wenn wir Altern und Stimulieren 
abermals vergleichen wollen, so spricht dies wieder dafiir, daB wir Stimu- 
lationserscheinungen nicht rein chemisch fassen kénnen. 


Ich nehme an, daB in der Richtung nur die feinsten physikochemi- 
schen Untersuchungen auf zellphysiologischer Basis Aufklarung werden 
bringen kénnen. 


1 O. Griinfeld, Beih. z. bot. Centralbl. 42, 355, 1926. 
2 E. Pringsheim, ebendaselbst 41, 1925. 
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Im Zusammenhang sei erwahnt, daB tote Samen, wenn sie dey 
ultravioletten Lichte ausgesetzt werden, oft, aber nicht bei jeder Spezies 
ein anderes Aufleuchten und eine andere Farbung zeigen als leben 
Korner. 

Schon in einer friiheren Arbeit wiesen wir darauf hin, dal} map 
die neuen und interessanten Forschungen, die wir der Elektrophysiclog) 
danken, allenfalls auch auf unsere Verhiiltnisse iibertragen kany 
Umrath' berichtet erst jiingst tiber die Potentialinderungen der Ze 
wand (Blatter von Elodea canadensis) nach dem Absterben der Ze} 
Solche Untersuchungen waren an toten, lebendigen und vor allen 
stimulierten Samenkérnern recht interessant. Ul mrath schreibt selbst 
daB solche Potentialinderungen weiter verbreitet sind, als man 
wohnlich glaubt. Potentialinderungen kénnen ohne weiteres mit 
Permeabilitaétsanderungen zusammengebracht werden. 

Einen toten Samen, den wir mit einem iiberstimulierten ver 
gleichen kénnen, kann man naturgemaB nicht mehr zum Leben er 
wecken. Dieser Vergleich zwischen toten und tiberstimulierten Same: 
zeigt uns wieder mit Schirfe, daB es sich um physikalisch chemischy 
Eingriffe in die Zelle handeln muB, die natiirlich durch das Ausma 
und den Grad wesentlich unterschieden sind. 

Wenn wir annehmen, da Altern und schlieBlich das Samensterben 
mit einer groBen Permeabilititsinderung verbunden sind, so erscheint 


es uns begreiflich, daB Licht durch die permeabilitatssteigernde Wirkung 
scheinbar wie tot im Keimbett liegende Samen erwecken kann 

DaB die Auslaugfaihigkeit erhGdht und damit die Permeabilitits 
erhéhung bei toten Samen tatsachlich eintritt, dafiir geben auch dir 
Versuche von Schmieder? einen Hinweis. Er kann zeigen, daB in toten 
Samen (Koniferen), wenn sie ins Keimbett gelegt werden, die Katalase 
in sehr starkem Mabe ausgelaugt wird. 


IV. Schlu@wort und Ergebnis. 


Es wurde versucht, typische Erscheinungen aus dem sogenannten 
Stimulationskomplex an Samen herauszuschilen. Dies gelingt am 
besten, wenn man zunichst die scheinbare Stimulation, die durch 
Desinfektion bedingt wird, ausscheidet. Unter diese Erscheinung 
fallen die vielen geringfiigigen Stimulierungen, die durch die hetero 
gensten Dinge bedingt werden und wodurch die gréBte Verwirrung in 
der Stimulationstheorie entstanden ist. Fiir praktische Verhaltnisse 
mag diese Erscheinung Bedeutung haben, theoretisch verdient sie in 
dem Rahmen keine Bedeutung. 


' K. Umrath, Photoplasma 5, 444, 1928. 
2 A. Schmieder, Berlin, P. Parey, 1927. 
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\ls Zwischenglied zwischen der Primirstimulierung und der 
Sch instimulierung haben wir noch die Sekundarstimulierung eingefihrt. 

Primarstimulierung wird nur den Agenzien vorbehalten bleiben, 
jie einzudringen vermégen und die gleichzeitig die Permeabilitat 
heeinflussen. Solche Agenzien sind verhaltnismaBig selten. Vor allem 
handelt es sich dabei um physikalische Krafte, und in erster Linie ist des 
Lichtes zu gedenken. Diese Untersuchungen lassen es auch verstindlich 
erscheinen, da® bei obligaten Lichtkeimern der Ersatz durch nicht 


permeierende Agenzien sehr schwierig ist. 

Blausiiure, gewisse Aldehyde, Saponine, Rhodansalze, allenfalls 
Ather diirften auch zu den Primiarstimulatoren gehéren. 

In den weiteren Mitteilungen wird der Fragenkomplex weitergefiihrt. 











Studien zur Anreicherung der Lichenase und Cellulase. 


5. Mitteilung iiber die Fermente des Gerstenmalzes von H. Pringsheim und 
Mitarbeitern'. 


Von 
Georg Otto. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. April 1929.) 


Die quantitative Aufteilung des Lichenins in Cellobiose scheitert 
bisher an der Schwiiche der im Gerstenmalz vorhandenen Lichenas: 
ein Mangel, welcher H. Pringsheim und Beiser® zwar die Trennung 
von der Cellobiase mit Hilfe von Metaaluminiumhydroxyd®, aber nicht 
die Isolierung der Cellobiose in Substanz gestattete. Besonders aber 
lieBen sich mit dem schwachen Ferment keine Spaltungsversuche an 
Cellulose ohne vorherige gewaltsame Teilchenverkleinerung, wie six 
H. Pringsheim und Baur' anwandten, ausfiihren. Um diesen beiden 
erstrebenswerten Zielen naherzukommen, habe ich Versuche zur An 
reicherung des Ferments zuerst nach den bekannten Methoden der 
Adsorption und Elution ausgefiihrt. 

Als Adsorbenzien verwandte ich im Anfang Aluminium-f-hydroxyd'! 
und Aluminium B5, wobei sich als vorteilhaft erwies, die gleichmibige 
und vollstandige Aufteilung der Gele durch die Verwendung von Glas- 
perlen beim SchiitteIn zu begiinstigen. Da die Adsorption bei einer 
Wasserstoffionenkonzentration von py = 4 sich als ebenso giinstig 
erwies wie die friiher bei pa = 3 ausgefiihrte. so beugte ich einer Zer- 
stérung des Ferments durch geringere Aziditat. und zwar Salzsaure- 
Citratpuffer von py = 4 vor 


' Als 4. Mitteilung wird nachtraglich bezeichnet: H. Pringsheim uni 
K. Baur, H. 178, 188, 1928. 3. Mitteilung: H. Pringsheim und E. Thilo, 
diese Zeitschr. 210, 99, 1928. 

2? H. Pringsheim und A. Beiser, ebendaselbst 172, 411, 1926. 

3 Vol. R. Willstdtter, H. Kraut und O. Erbacher, Ber. 58, 2458, 1925 

' Dieselben, Ber. 58, 2448, 1925. 

5 R. Willstdtter und Kraut, Ber. 57, 1088, 1924. 
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Vom Aluminium-f-hydroxyd ging ich zum Aluminium B_ iiber, 
sich die Adsorption hiermit schneller ausfiihren lie}. Wie aus der 
istehenden Tabelle ersichtlich ist, erreichte ich eine quantitative 


we 


ashet 
Adsorption. 

Weniger giinstig gestalteten sich die Elutionsversuche, da hierbei 
stets Verluste an Ferment nicht unter 50°,, eintraten Hierdurch 
war der beabsichtigten Anreicherung eine Grenze gesetzt, deren 
Maximum in meinen Versuchen mit dem Hydroxyd B 3,4fach war 

Ich benutzte dann noch Kieselsiure-Gel und fand, daB sich das 
\dsorptionsgleichgewicht sofort einstellt. Trotzdem hierbei einer 
Inaktivierung des Ferments durch langeres Schiitteln vorgebeugt 
var, gelang die Elution und in Folge davon die Anreicherung schlechter 
is mit den Aluminiumhydroxyden. Die nachstehende Tabelle enthalt 
lie Resultate mit Bezugnahme auf die im Versuchsteil angeftihrten 
Versuchsreihen. 

Weitere Versuche zur Anreicherung erfolgten durch Verdunsten 
des Malzextrakts mittels eines warmen Fénluftstrom:’s und durch Kon- 
entration mit Hilfe der Vakuumdestillation. Hierbei lieB sich eine 
wchs- bis achtfache Anreicherung erzielen. Es liegt nach meinen Er- 
fahrungen kein Grund zu der Annahme vor, daB man auf diesem ein- 
fachen Wege nicht noch sehr viel weiter kommen kann. 

Zur Herstellung eines Trockenferments eigneten sich die durch 
Konzentration auf das Zwei- bis Dreifache angereicherten Ferment- 
jisungen, welche durch Fallen mit Aceton recht brauchbare Praparate 
lieferten. 

Es sei darauf hingewiesen, daB die im Malzextrakt vorhandenen 
reduzierenden Bestandteile zwecks zuverlaBlicher Auswertung meiner 
Versuchsergebnisse durch die Bertrandsche Methode durch Dialyse 
vollstandig entfernt werden muBten. Ich bestimmte die gebildete 
Glucose und stellte durch besondere Versuchsreihen fest, dab, stets 
eine geniigende Menge Cellobiase vorhanden war, um die jeweils ent- 
stekende Cellobiose quantitativ in Glucose aufzuspalten 

Die durch Konzentration angereicherten Fermentlésungen ge- 
statteten mir zum ersten Male, eine fermentative Spaltung der Hydrat- 
cellulose durch ein pflanzliches Ferment zu erreichen. Als Substrat 
dienten mir hier Viskosefaden, die im Laboratorium der Vereinigten 
Glanzstoff-Fabriken A.-G.! in Teltow-Seehof hergestellt waren. 

Ich versuchte, angeregt durch die Ergebnisse von P. Karrer*, eine 


Beziehung zwischen enzymatischer Spaltbarkeit und Zusammen- 


1 Ich gestatte mir, Herrn Dr. Stéckly fiir die Uberlassung des Materials 
meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 
2 P. Karrer und P. Schubert, Helvetica 10, 430, 1927. 
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Anreicherung der Lichenase und Cellulase. 


« der Fallungsbider bzw. Oberflichengestaltung des Fadens zu 


rgrunden. Bisher sind die Resultate der von mir ausgefiihrten Versuchs- 
hen nicht einheitlich genug, um ein Urteil iiber die Anwendbarkeit 
on Karrer am Helixsaft ermittelten GesetzmaBigkeiten auf die 


ieT 
derstencellulase abzugeben. 
Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die mich durch 


willigung eines Forschungsstipendiums unterstiitzte, spreche ich meinen 


bietigsten Dank aus. 


Versuchsteil. 


Fir die Licheninspaltungen wurde eine 0,49° ige Licheninlésung 
erwandt. Das Lichenin ist nach einem Verfahren von K. Hess! durch 
Chlorbleiche besonders gereinigt worden. AuBerdem wurde die Lichenin- 


sung vor jeder Spaltung durch einhalbstiindiges Erhitzen auf dem 


Wasserbad entaltert. 
Die Cellobioselésung ist eine 1 °,,ige wisserige Lésung von Cellobiose, 
die aus der Oktacetylverbindung nach Zemplén? gewonnen wurde. 
Die Fermente sind Malzausziige. Sie wurden durch 24stiindiges 
Extrahieren von rmalz mit kaltem Wasser unter Toluolzusatz 
restellt und nu 1 dem Kliaren in Fischblasen gegen flieBendes 


dstilliertes Wasser bis zum vdélligen Verschwinden der Reduktion 


von Fehlingscher Lésung dialysiert. 

Das Umstellen der Pufferlésungen bei den Adsorptionen und 
Elutionen geschah nach Tabetlen, die sich in den Arbeiten von H. Prings- 
heim, Genin und Perewosky® und H. Pringsheim und Beiser* befinden. 


Die Spaltversuche fanden bei 37° und einer Wasserstoffionen- 


konzentration von py = 5 statt. 

Die Zusammenstellung der Lésungen fiir die Spaltungsreihen ist 
fiir die Versuche, bei denen nichts Besonderes vermerkt ist, die folgende : 
6cem Cellobioselésung 


6cem Licheninlésung 
Citratpuffer py 5 


oder 5 ., Citratpuffer py 5 i 
md die angegebene Menge Ferment und Wasser. 
Die Titrationen wurden im ersten Falle mit 10 cem und im zweiten 


mit 5eem nach Bertrand mit einer n/50 Kaliumpermanganatlisung 


ausgefiihrt. 
Die Werte fiir die Berechnung der Cellobiosespaltung sind der 
Tabelle I aus der Arbeit H. Pringsheim und Baur entnommen. 


' K. Hess und H. Friese, A. 455, 180, 1927. 
2 G. Zemplén, Ber. 59, 1254, 1926. 

> H. Pringshe im, Genin und Pere wosky, diese 
4 H. Pringsheim und A. Beiser, ebendaselbst 172, 411, 


Zeitschr. 164, 117, 1925. 


1926. 


Biochemische Zeitschrift Band 209, 
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A. Adsorptions- und Elutionsversuche mit Aluminium-B-H yd) 
Versuchsreihe 1. 
50cem Ferment, 5ccem Pufferlésung von pg 4 mit | 
f-Hydroxyd 2 Stunden geschiittelt, danach abzentrifugiert w 
Adsorbendum auf py 5 umgestellt 








4 
Das Adsorbat wurde mit 5cem sekundaérem Phosphatpuff 
2cem Wasser 2 Stunden eluiert, abzentrifugiert und durch 3 an 
Pu = 2 auf pa = 5 umgestellt. 
Nach 24 Stunden wurden die Lésungen 1 bis 3 auf Lic! 
die Lésungen 4 bis 6 auf Cellobiase gepriift. 
1. 2cem Ferment 2. 2,5cem Adsorbendum 3. leem Elu 
17 ,, Wasser 16,5 ,, Wasser 18 ,, Wasse 
4. 2ccm Ferment 5. 2,5cem Adsorbendum 6. leem Elu ° 
17... Wasser 16.5 .. Wasser 18 ,, Was 
l: 
1 2 3 4 5 
Py 
Os, me... . 9.1 051 99 17,0 11,4 187 
Glucose, %. . 41,0 20) 46,0 40,0 0.0 bo 
vt 
Versuchsreihe 2. 
50cem Ferment bei py = 4 mit 50mg f-Hydroxyd 60 Minuter 
geschiittelt, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. 
a 
Die Elution wurde wie bei Nr. 1 ausgefiihrt. 
Nach 24 Stunden wurden die Lésungen 1 bis 3 auf Lichenas 
die Lésungen 4 bis 6 auf Cellobiase gepriift. 
4 
1. leem Ferment 2. 1,25cem Adsorbendum 3. lcem Eluat 
18 ,, Wasser 17,75 ,, Wasser 18 ,, Wasser : 
4. lecem Ferment 5. 1,25cem Adsorbendum 6. leem Eluat 
18 ., Wasser 17,75 ., Wasser 18 ,, Wasser ( 
{ 
1 2 3 4 5 0 
Ot «6 ws 4.5 051 10,2 16,1 0,0 1Y 
Glucose, %. . 20,2 2.0 46.1 25.0 0,0 7 


Versuchsreihe 3. 
50cem Ferment bei pa = 4 60 Minuten mit 25mg f-Hydroxvid 
geschiittelt, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. 
Eluiert 30 Minuten mit 20 cem Ammoniaklésung (0,5°,ig). N 
dem Zentrifugieren wurde das Eluat vom Ammoniak durch eine: 


Luftstrom des Fénapparats befreit und hierbei auf 10 cem konzentriecrt 








hase 
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Nach 24 Stunden wurden die Lésungen 1 bis 3 auf Lichenase, 


Losungen 4 und 5 auf Cellobiase gepriift. 





m Ferment 2. 1,.25cem Adsorbendum 3. Ilcem Eluat 
Is .. Wasser 17.75 ., Wasser 18 Wasser 
4 leem Ferment 5. leem Eluat 
Is... Wasser 18 Wasser 
1 2 3 4 5 
42 OS 10.6 16.1 19.6 
s 19,4 3 47.2 25,0) 70) 


Versuchsreihe 4. 
4 mit 25 mg §-Hydroxyd 120 Minuten 
5 umgestellt. 


100cem Ferment bei py 
geschiittelt, zentrifugiert und auf py 

Die Elution wurde mit 5 ccm sekundirem Phosphat -+- 2cem Wasser 
120 Minuten ausgefiihrt, zentrifugiert und durch 3ccm pg = 2 auf 
pu = 5 umgestellt. 


Die bei der Umstellung eintretende Ausflockung des in Lésung 
gegangenen Adsorptionsmittels wurde, wie auch in allen iibrigen Ver- 
suchen, nochmals abzentrifugiert und hatte auf die Spaltfahigkeit der 


Lésung keinen EinfluB. 
Nach 24 Stunden wurden die Lésungen 1 bis 3 auf Lichenase, 


die Lésungen 4 bis 6 auf Cellobiase gepriift. 





1. leem Ferment 2. 1,.25cem Adsorbendum 3. lcem Eluat 
IS ., Wasser 17.75 ., Wasser 18 Wasser 

4. leem Ferment 5. 1,.25cem Absorbendum 6. Ilccem Eluat 
18 ,, Wasser 17,75 ., Wasser 18 Wasser 

1 2 3 4 5 6 
ee oe 4.5 2.8 97 16.1 15.6 18,7 
Gl Icose, by . 20,0 12.5 44.7 25.0 20,0 66.0 


B. Adsorptions- und Elutionsversuche mit Aluminiumhydroryd B. 
Versuchsreihe l. 


4 mit 50mg Hydroxyd B 30 Minuten 
5 umgestellt. 


50 ccm Ferment bei py 
geschiittelt, zentrifugiert und auf py» 


Das Adsorbat wurde wie friiher 60 Minuten mit sekundirem 


Phosphat eluiert 
Nach 24 Stunden wurden die Léisungen | bis 3 auf Lichenase, 


die Lésungen 4 bis 6 auf Cellobiase gepriift. 


19* 
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1. leem Ferment 2. 1,3 cem Adsorbendum 3. leem EI 
18... Wasser 17.7. .,. Wasser is». W 
4. leem Ferment 5. 13cem Adsorbendum 6. leem |} 
18 ,, Wasser 17.7... Wasser is . Ws 
2 3 a 5 
Cu, mg 5,4 0,16 6,0 16.6 0,0 4 
Glucose, °% . 22,5 2,1 56.0 35,0 0.0 5 


Versuchsreihe 2. 


100 ccm Ferment bei py = 4 mit 100 mg Hydroxyd B 30 Minute; 
geschiittelt, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. Eluiert wurd 
mit 20cem sekundirem Phosphat und 14cem Wasser 120 Minuten 
zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. Das Zentrifugat wurde noch. 
mals 18 Stunden mit 10 cem sekundirem Phosphat und 2 com Wasser 
eluiert, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. 


Nach 24 Stunden wurden die Lésungen auf Lichenase gepriift 


1. lLeem Ferment 2. 1,3 cem Adsorbendum 3. leem Eluat 
i Wasser ay Wasser ee Wasser 
4. leem Eluat Il 
18 ,, Wasser 





1 2 3 4 
i Me. « ss 93 0,0 9,4 7,1 
Glucose, % . . 40,0 0.0 40.0 30.2 


Versuchsreihe 3. 


40 ccm Ferment bei py = 4 mit 50mg Hydroxyd B 30 Minuten 


geschiittelt, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. 
Das Adsorbat wurde mit folgender Lésung 60 Minuten eluiert 
zentrifugiert und durch einen Foénluftstrom vom Ammoniak befreit 


8,4cecem 1°,ige Diammonphosphatlésung, 
0,6 ., n Ammoniakloésung, 
10 ,,  Glyeerin. 


Nach 24 Stunden auf Lichenase gepriift. 





1. leem Ferment 2. 1,25cem Adsorbendum 3. 1 ecem Eluat 
18 ,, Wasser 17,75 ., Wasser 18.0 .. Wasser 

1 2 3 

ER oe or ey gS 93 0.51 9.6 


a, Se 40,0 2,0 42.6 


gen 


bef 


ul 
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Versuchsreihe 4. 
“}cem Ferment bei py = 4 mit 50mg Hydroxyd B 30 Minuten 
veschuttelt, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. 
a Die Elutionsfliissigkeit bestand aus 


10 cem n Ammoniaklosung, 
10... Wasser, 








5 5 ., Glycerin. 
Nach 15 Minuten abzentrifugiert, durch Fén vom Ammoniak 
befreit und auf 10 ccm konzentriert. 
eee Nach 24 Stunden auf Lichenase gepriift. 
Wurce 
huten 1. 0.5cem Ferment 2. leem Adsorbendum 3. 0,5cecm Eluat 
noch- 18.5 ,, Wasser 18 ,, Wasser 18,5 ,, Wasser 
Vasser 
1 2 3 
priift eS ee ee eee 5.1 0.0 6.1 
Geeoese, We. « «st ‘ 21,0 0,0 26,0 
it 
Ser Versuchsreihe 5. 
50 cem Ferment bei pa = 4 mit 100 mg Hydroxyd B 30 Minuten 
geschiittelt, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. 
Die Elutionsfliissigkeit bestand aus 
20 cem n Ammoniaklésung, 
20 ,, Wasser, 
5 ,, Glycerin. 
Nach 15 Minuten zentrifugiert, durch Fén vom Ammoniak befreit 
und auf 10 cem konzentriert. 
ite! 
Nach 24 Stunden auf Lichenase gepriift. 
ert 1. 0,5cem Ferment 2. 1,5cem Adsorbendum 3. 0,25 cem Eluat 
eit 18.5 ., Wasser 17.5 ,, Wasser 18,75 ,, Wasser 
1 2 3 
Pee 5,1 0,0 7,0 
Se 21,0 0.0 35.0 
Versuchsreihe 6. 
er l0cem Ferment bei py = 4 mit 50mg Hydroxyd B 30 Minuten 


geschiittelt, zentrifugiert und auf py = 5 umgestellt. Eluiert wurde 
10 Minuten mit 10 cem n Ammoniaklésung und 2 ccm Glycerin, zentri- 
fugiert und wie friiher auf 5ccm konzentriert. 


Nach 24 Stunden auf Lichenase gepriift. 








284 G. Otto: 


0,5ccem Ferment 2. leem Adsorbendum 3. 0,5 cem 
5 


18, 


Wasser 18 ,, Waseer 16.5 .. Wam 





1 2 


5.1 0,0 5.8 


Cu, mg 
21,0 0,0 24.5 


Glucose, % . 


C’. Adsorptions- und Elutionsversuche mit Kieselsdure. 

Die Kieselsiure wurde durch Dialysieren einer Lésung von Wasser 
glas und Salzsiure erhalten und nach der Ausflockung durch hiufiges 
Dekantieren mit Wasser séurefrei gewaschen. Fiir die Adsorptioner 
wurde das Kolloid mit destilliertem Wasser zu einer bestimmten Ko, 
zentration aufgeschlemmt. 

Versuchsreihe 1. 

Je 10cem Ferment wurden mit 75 mg Kieselsiiure a) bei py — 3 

- 4 wihrend einiger Minuten geschiittelt, zentrifugier: 


und b) bei px 
5 umgestellt!. Eluiert wurden beic 


und die Adsorbenda auf px 
Adsorbate je 30 Minuten mit 
lecem n Ammoniaklésung, 
9 ,, Wasser, 
2 , Glycerin. 


und wie friiher vom Ammoniak befreit. 
Nach 2 Stunden auf Lichenase gepriift. 
leem Ferment 2. 2cem Adsorbenduma 3. 2 cem Adsorbendum ! 
18 ., Wasser 17 ,., Wasser 17... Wasser 


4. leem Eluat a 5. leem Eluat b 
18 ,, Wasser 18 ., Wasser 





1 
Cu, mg ‘ , 6,0 0,0 
Glucose,% ... es 25,5 0,0 
Versuchsreihe 2. 
10cem Ferment bei pa = 5 mit 75 mg Kieselsiure adsorbiert 
Nach 2 Stunden auf Lichenase gepriift. 


1. leem Ferment 2. 2cem Adsorbendum 


18 .,, Wasser 17. ,, Wasser 





1 
Cu, mg . 5,1 , 
Glucose, % . 21,3 t 


1 Diese Art der Adsorption und die Umstellung der Adsorbenda aut 
pu = 5 wurde in allen folgenden Versuchen beibehalten. 








W asser 
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pt loner 
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Versuchsreihe 3. 


le 1Ocem Ferment wurden mit 75 mg Kieselsaure a) bei py 


ind b) bei pa 9 adsorbiert. 


Nach 2 Stunden wurden die Lésungen 1 bis 3 auf Lichenase, 


Lésungen 4 bis 6 auf Cellobiase gepriift. 





) leem Ferment 2. 2cem Adsorbendum a 3. 2 ccm Adsorbendum b 
is... Wasser 17 Wasser 17 ,, Wasser 
4 lceem Ferment 5. 2cem Adsorbendum a 6. 2 cem Adsorbendum b 
Is... Wasser 17 Wasser 17 ,, Wasser 
1 2 3 4 5 6 
yg 5.1 2.3 2.8 17,0 15,1 15,3 
Glucose, % 21,3 10,0 12,0 38,0 15,0 18,0 


Versuchsreihe 4. 
30cem Ferment bei py = 3 mit 150 mg Kieselsiure adsorbiert. 
Eluiert 30 Minuten mit einer Lésung von 

5cem n Ammoniaklésung, 

15 ., Wasser, 

3 ,, Glycerin. 
und durch Fén auf 10 ccm konzentriert. 
Die von der 
das 


Der Malzauszug war nach der Adsorption entfairbt. 
Kieselsiure aufgenommenen Farbstoffe gingen vollstandig in 
Eluat iiber. 


Nach 2 Stunden auf Lichenase gepriift. 








l. 0,5cem Ferment 2. 0,8ccem Adsorbendum 3. 0,25 ccm Eluat 
18,5 Wasser 18,2 ,, Wasser 18,75 ., Wasser 
1 2 3 
Cu, mg ; ee 7,1 0,0 6,1 
NL, ks «4 oe ee 30,0 0,0 26,0 


Versuchsreihe 5. 


50cem Ferment mit 300 mg Kieselsiure bei py = 3 adsorbiert. 


Eluiert 30 Minuten mit 


20 ccm n Ammoniaklésung, 
20 ,, Wasser, 


oO 


Glycerin. 


10 cem konzentriert. 


und wie friiher auf 
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G. Otto: 
Nach 2 Stunden wurden die Lésungen 1 bis 3 auf Lichenase. 4, 
Lésung 4 auf Cellobiase gepriift. 
1. 0,5cem Ferment 2. leem Adsorbendum 3. 5 iat 
18,5 ,, Wasser 18 


» Wasser 
4. 0,25cem Eluat 
18,75 ,, Wasser 





~ 
¥ 





2 3 4 
ee 7,1 0,0 5,1 16,4 
Glucose, % . . 30,0 0,0 21,3 30,0 


Versuchsreihe 6. 
10cem Ferment bei pa = 3 adsorbiert. Eluiert 60 Minuten mit 
5cem sekundirem Phosphat + 1 cem Wasser, zentrifugiert und auf 
pu = 5 umgestellt. 





1. leem Ferment 2. 2eccem Adsorbendum 3. lecem Eluat 
18 ,, Wasser 17... Wasser 18 ,, Wasser 
1 2 3 
Cu, mg 6.0 | 0,0 3.3 
Sy, Se ee 25.5 0,0 13,8 


Versuchsreihe 7. 


200 cem Ferment bei pa = 3 mit 1,5g Kieselsdure adsorbiert 
Eluiert 120 Minuten mit 


30cem 1 °>iger Diammonphosphatlésung, 
5 ,, n Ammoniaklésung, 
5 ,, Glycerin. 
Das zentrifugierte Eluat wurde in einer Fischblase 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Ammoniak und Glycerin. 


24 Stunden 
Danach war die Lésung frei von 
Ihr Endvolumen betrug 80 ccm. 





Nach 2 Stunden wurden die Lésungen | bis 3 auf Lichenase, «i 
Lésung 4 auf Cellobiase gepriift. 
1. leem Ferment 2. 1,75 cem Adsorbendum 3. 0.5cem Eluat 
18 ,, Wasser 17,25 ., Wasser 18,5 ,, Wasser 
4. 0.5cem Eluat 
18.5 .,, Wasser 
1 2 3 4 
Cu, mg. . : 48 0,0 2.2 15, 
Glucose, °4 . . 20,0 0,0 10,0 15,0 
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ase. D. Konzentration des Ferments durch einen Fénluftstrom. 
Versuchsreihe l. 


| ’0cem Ferment wurden in | Stunde durch einen warmen Foén- 
Wasser ftstrom auf die Halfte des Volumens eingeengt. Die Temperatur 
jer Fermentlésungen stieg bei keinem der Versuche tiber 22°C 


Nach 2 Stunden auf Lichenase gepriift. 














1. leem Ferment 2. 0,5cem konzentriertes Ferment 
18 ,, Wasser 18,5 ., Wasser 
1 2 
ON a ey a 6.4 6,1 
ee es ke ee OO 27,7 26,0 
n mit 
oe Versuchsreihe 2. 

280 com Ferment wurden in 3 Stunden auf 70 ccm eingeengt. 
ut 1. leem Ferment 2. 0,25 ccm konzentriertes Ferment 
a 18 ., Wasser 18.75 ., Wasser 

1 2 
Os, Wa. se a 4,1 4.1 
Oe a 16,0 16,0 
Versuchsreihe 3. 

500 ccm Ferment in 5 Stunden auf 60 cem eingeengt. 

ert 

1. leem Ferment 2. 0,13 cem konzentriertes Ferment 

18 ,, Wasser 18,87 ., Wasser 
1 2 

= OE ee ee ee 4,8 4.6 
den i ee 20,0 19,5 
Vor 

E. Konzentration des Ferments durch Vakuumdestillation. 
_ Versuchsreihe l. 

240 com Ferment wurden durch Destillation im Vakuum bei einer 
t Badtemperatur von 26 bis 28°C eingeengt. 
er Nach 2 Stunden wurde auf Lichenase gepriift. 

l. leem Ferment 2. 0,4cem konzentriertes Ferment 
18 ,, Wasser 18.6 ,, Wasser 
1 2 
En om Lee ee a 9.5 12,2 


—_ 


a, 42.0 54,( 


oO 
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Versuchsreihe 2. 
400 ccm Ferment wurden auf 65 ccm eingeengt. 


1. leem Ferment 2. lcem konzentriertes Ferment, auf sei; 
spriingliches Volumen verdiinnt 





18 ,, Wasser 18 ,, Wasser 
1 2 
i as 2S ame en 5,0 4,7 
See ean ts 2S RS 20,8 20,0 


F. Fermentfdllungen. 


Nachdem sich gezeigt hatte, daB die gewéhnlichen dialysierten 
Malzausziige zum Fallen des Ferments zu verdiinnt waren, wurden 
sie ungefahr auf das Zwei- bis Dreifache ihres Volumens im Vakuum 
eingeengt. Durch Aceton fiel aus diesen Lésungen ein flockiger Niede1 
schlag. Nach dem Zentrifugieren wurde er mit Aceton und absolutem 
Ather gewaschen und der Ather zum Schlu8 im Vakuumexsikkator 
entfernt. Mit der iiblichen Versuchslisung ergaben die einzelnen 
Praiparate nach 2 Stunden folgende Licheninspaltungen. 








Praparat | Praparat Il Praparat III 
mg 0 ¥ 5 — aa Oe ‘ mg aot ¢ 
10 40.0 10 79.0 5 58,0 
29 81,0 


G'. Enzymatische Spaltbarkeit von Viskoseseiden. 
Alle Spaltungsversuche gingen iiber 6 Tage bei 37°. Die als Substrat 
verwandten Seiden waren nach Angaben der Vereinigten Glanzstoff. 
Fabriken A.-G. aus folgenden Badern gefallt worden. 


Seide a nur Schwefelsiure normal ... . . 135 gH,S0Q, pro Liter 
» BD ce weevns « SOQ Be,50, + 16R,.80, » 
“4 240 g Na, SO, + 150gH,S0, ,, 


a see eee + « ORG a, 8G, + 156608,8C, . 


e (NH,),S0O,, nachfixiert mit verdiinnter Schwefelsiure 


Versuch 1. Das Ferment ist durch Fén konzentriert worden 
(Versuchsreihe D, 2). 


10cem Ferment 


2 » Po=5 
20 mg Seide 











Versuch 2. 
n (Versuchsreihe E, 1). 
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Das Ferment ist durch Vakuumdestillation konzentriert 





len 





worut 
12cem Ferment 
3 » Pu 5 
O.l g Seide 
Seide 
4 b c d e 
°/5 Glucose 
Versuch 1 31,0 35,0 33,0 24,0 19,9 
Versuch 2 18,8 19,5 18,1 6,2 10,3 
ane Die Reduktionsfreiheit der jeweiligen Fermentlésung ergab sich 
urdey aus Blindversuchen, die den Spaltungsreihen parallel liefen. — - 
kuum 
ledey 
litem 
kate r 
elnen 
— 
trat 
oft 
e1 





Zur Wertbestimmung von Vitamin-D-Priparaten. |. 


Von 
Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig 
(Eingegangen am 19. Marz 1929.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem hochwirksame Vitamin-D-Priiparate, aus bestrah|tem 
Ergosterin hergestellt, in die Therapie eingefiihrt worden sind, ist die 
Frage nach einer exakten Wertbestimmung dieser Priparate vor allem 
aus zwei Griinden brennend geworden. Erstens ist es notwendig, dai 
die liefernden Firmen eine Garantie fiir die Wirksamkeit ihrer Priaparate 
dadurch gewihren, daB angegeben wird, in welchem Umfange eine 


Wirksamkeit von ihnen unbedingt erwartet werden darf. Es muJ 
Sicherheit gewahrt sein, daB nicht etwa wirkungslose und somit wertlose 
Praparate zu Behandlungszwecken Verwendung finden. Zweitens haben 
verschiedene Untersuchungen ergeben, dab die bestrahlten Ergosterin- 
praparate unter Umstanden toxische Wirkungen zu entfalten vermégen 
Wenngleich diese W irkungen sich erst bei im Verhiltnis zu therapeutischen 
auBerordentlich hohen Dosen zeigen und bisher keineswegs ihre Be- 
deutung fiir die menschliche Rachitistherapie klargestellt ist, so ist 
es doch nétig, daB ein Schutz vor Uberdosierung gegeben wird. Dieser 
ist nur wiederum durch genaue Kenntnis der therapeutischen Wirkung 
also durch Wertbestimmung der einzelnen Praparate miéglich. 

Uber die nach den bisherigen Arbeiten iiber das antirachitische Vitamin 
zu einer Wertbestimmungsmethode fiihrenden Wege hat vor kurzem Flur y 
zusammenfassend berichtet. Es eriibrigt sich infolgedessen, darauf hie: 
néher einzugehen. Festzustellen ist nur, daB bisher nur eine Methode ein: 
praktische Bedeutung gewonnen hat, und das ist die von Miss Coward 
entwickelte, die auf dem Vergleich des Standard-Vitamin-D-Praparat>- 
der englischen Pharmaceutical Society mit dem zu untersuchenden Praépara‘ 
im Wege des Heilversuchs beruht. Die Methode arbeitet so, daB Ratter 
eines Wurfes auf rachitogener Diaét 3 bis 4 Wochen gehalten werden uni! 


1 Diese Zeitschr. 203, 14, 1928. 
* Quarterly Journ. of Pharm. 50, 27, 1928. 
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A. ™ 


nen dann 10 Tage lang das zu priifende Praéparat in abgestuften 
Dosen verabreicht wird. Ein Tier durchlauft den ganzen Versuch auf 
tisdiat ohne Zugabe und dient am SchluB dazu, das wirkliche Zu- 
kommen der Rachitis zu beweisen. Die Wirkung der gemachten 
en wird durch die als ,,line-test** bezeichnete und von MeCollum, 

mds, Shipley und Park! gefundene Methode gepriift, die auch von 
| s und McCollum? zu Wertbestimmungsmethoden im Lebertran 
verwendet worden ist. Die Wirkung von 0,1 y des genannten Vitamin-D- 
Standardpraparats, welches unter den obengenannten Bedingungen voll- 
kommene Heilung erzielt, wird als eine antirachitische Einheit bezeichnet 
nd im Vergleich hiermit nunmehr die Wirksamkeit und der Gehalt an 
Einheiten der zu priifenden Praparate festgestellt. 

Es liegt nahe, an Stelle des ,,line-test** im Hinblick darauf, dab bei 
Beginn des Heilversuches kein sicherer Anhaltspunkt fiir tatsichlich be- 
stehende Rachitis gegeben ist, noch andere Methoden zur Diagnose heran- 
mziehen. In dieser Richtung haben sich Poulsson und Lévenskiold® der 
Rontgenmethode bedient und mit ihr eine Wertbestimmung von Lebertran 
vorgetuhrt. Es ist bei diesem Vorgehen eine Réntgenaufnahme vor Beginn 
des Heilversuches am lebenden Tiere méglich, und es kann der ganze 
Heilungsverlauf durch Réntgenaufnahmen kontrolliert werden. Auf Grund 
dieses Vorgehens hat, wie wir persénlichen Mitteilungen entnahmen, Ottokarl 
Schultz eine Wertbestimmungsmethode ausgearbeitet und als Vitamin- 
einheit die kleinste Menge bezeichnet, die geniigt, um innerhalb einer 
Versuchszeit von 21 Tagen vorher bestehende Rattenrachitis vollstandig 
zur Heilung zu bringen (vgl. l. c. Flury, 8. 15). 


Racl 


Zweifellos sind diese Methoden geeignet, zur Wertbestimmung 
von Vitamin-D-Praparaten zu dienen. Die Cowardsche Methode hat 
bereits zu praktischen Ergebnissen gefiihrt, indem sie zur Wert- 
bestimmung der in England im Handel befindlichen bestrahlten 
Ergosterinpraparate und damit des in Deutschland  vertriebenen 
Radiostols Verwerdung findet. Ohne den Wert aller dieser Methoden 
verkennen oder ihre Anwendbarkeit anzweifeln zu wollen, sprechen 
doch eine Anzahl Griinde dafiir, noch nach anderen Methoden zu 
suchen, die sichere Ergebnisse zu erlangen gestatten. Vor allem ist 
gegen die auf dem Heilversuch beruhenden Methoden einzuwenden, 
daB bei ihnen stets die Ratten eine mehrwéchige Vorbereitung 
benétigen, und damit zieht sich der Versuch sehr in die Lange. Er 
beansprucht bei Miss Coward etwa 31 bis 38 Tage. Die Versuche nehmen 
also relativ viel Zeit in Anspruch. Ferner ist darauf hinzuweisen, dats 
Spontanheilungen rachitischer Ratten verkommen, die eine Wirkung 
versuchsmaBig gegebener Priparate vortiuschen oder begiinstigen 
kinnen. Auch die am SchluB des Versuchs anschlieBende Durch- 
fihrung des ,,line-test‘’ bringt mancherlei Erschwernisse mit sich 
Es miissen die Fleischteile von den zu spaltenden Knochen abprapariert 


1 Journ. of biol. Chem. 51, 41, 1921. 
2 Journ. of biol. Chem. 78, 495, 1928. 
8 Zit. nach Flury. 
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werden, und ferner erfordern die weiteren MaBnahmen (Spa! 


Formalinbehandlung, Silbernitratbehandlung, Belichtung und Unte; 


suchung) ziemlich viel Kleinarbeit und Zeit, was sich dann ganz } 
sonders stérend erweist, wenn zahlreiche Tiere gleichzeitig unters 
werden miissen. Dies scheint aber doch z. B. schon der Méglichkej 
von Spontanheilungen wegen zur Sicherung der Ergebnisse gebotey 
Grobe Schwierigkeiten bietet nach unseren Erfahrungen die Diagy os 
ob und inwieweit Heilung bei den rachitisch gemachten Tieren erfoly; 
ist. Stellt man dazu den ,,line-test*‘ an, so ist nur dann ein klares Bild 
zu gewinnen, wenn entweder vollstandige Heilung erzielt ist oder «jj 
scharf begrenzte ,,line*‘ zu sehen ist. In zahlreichen Fallen, nach unsere; 
Erfahrungen in den meisten Fallen, tritt aber eine solche ,,line 
nicht auf, sondern die Verknécherung geht, wie auch aus Abb. 2, 8. 24 
der Cowardschen Arbeit hervorgeht, vom Ende der Diaphyse aus wnd 
schreitet epiphysenwarts vor. Da dieser Verlauf auf Fille wenige: 
schwerer Rachitis beschrinkt ist, konnten wir nicht finden. Vielmehy 
war bei uns dieser Verlauf hiufig, und es ist dann oft sehr schwer 2 
entscheiden, was von dem Knochengewebe des Diaphysenendes in 
Gefolge eines Heilungsvorgangs neu gebildet worden ist. Wesentlich 
sicherer wird das Urteil, wenn man den ,,line-test** durch eine vorher 
vorzunehmende Réntgenuntersuchung erginzt. Nach unseren Er. 
fahrungen gewihrt eine gute Réntgenaufnahme aber an sich schon 
sichere Schliisse auf den Grad der Heilung. Bei dieser Sachlage erscheint 
es wiinschenswert, an Stelle des ,,line-test’’ die Réntgenmethode zu 
setzen. Soll dabei gréBte Sicherheit erzielt werden, so ist es unerlaBlich 
vor Beginn des Heilversuchs den Grad der bestehenden Rachitis eben 
falls durch die Réntgenmethode festzustellen. Der Vergleich der Bilder 
vor Beginn des Heilversuchs und am Ende desselben erméglicht dann 
sichere Schliisse. Das Einschieben einer Réntgenuntersuchung vor 
Beginn des Heilversuchs bringt aber auch gewisse Nachteile mit sich 
Sollen die Aufnahmen wirklich klare Bilder geben, so ist im allgemeinen 
eine kurze Belichtung von !/,, Sekunde unzureichend. Belichtet man 
linger, so fiihrt die Lebhaftigkeit der T’ere zu MiBerfolgen. Man mut 
also, wie es auch Poulsson und Lévenskiold tun, dann Narkose an 
wenden. Hierbei wieder sind infolge der sehr verschiedenen Emp 
findlichkeit der Ratten gegeniiber Ather Verlustméglichkeiten an 
Tieren gegeben. AuBerdem bedeutet aber die Einschiebung der Réntgen- 
aufnahme eine Erschwerung der Methode insofern, als daraus Kosten 
und Mehrarbeit erwachsen. 

Es erscheint aber wiinschenswert, eine sichere Methode zu gewinnen 
die in kurzer Zeit Wertbestimmungsversuche erméglicht. Dies scheint 
nun dadurch méglich zu sein, daB man die Methode nicht auf den 
Hei!versuch, sondern auf den Schutzversuch aufbaut, der schon oft 
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gewandt wurde. Mit dem Schutzversuch sind viele grundlegende 

\rbeiten (Steenbock, Hess, Holtz u. a.), darunter auch solche, die sich 
\Jeinster wirksamer Dosen bedienten, durchgefiihrt worden. Auch 
vir verwendeten bei unseren Untersuchungen tiber das Vorkommen 
von Vitamin D in Nahrungs- und Futtermitteln, die sich bisher auf 
twa 600 Ratten erstreckten, ausschlieBlich den Schutzversuch 

Gestiitzt auf die vielen, an den verschiedensten Stellen veréffent- 
lichten Einzelangaben sind wir folgendermaben vorgegangen: Junge 
wachsende Ratten, die im Alter von 3 bis 4 Wochen von der Mutter 
ibgesetzt werden, weisen, auf McCollum-Kost 3143 gehalten, mit 
ler Réntgenmethode diagnostizierbare Rachitis schon nach 14 Tagen 
wit. Gibt man diesen Ratten vom ersten Tage an ausreichende 
Wengen von antirachitischem Vitamin, so zeigt das Réntgenbild keine 
rachitisehen Veranderungen, sondern normale Entwicklung der Knochen, 
insbesondere richtige Ausbildung des Kniegelenks und des proximalen 
Endes der Tibia. Als Ma fiir die antirachitische Einheit wiirde sich 
lann diejenige Menge Vitamin LD eignen, die gerade geniigt, um voll- 
kommenen Rachitisschutz zu gewdhren. Eine solche Methode wiirde 
den groBen Vorteil der Kiirze und Einfachheit besitzen, da sie nur 
mit einer einmaligen Réntgenaufnahme am Schlu$ des Versuchs arbeitet. 
Die verhaltnismiBige Einfachheit der Durchfiihrung wiirde es weiter 
gestatten, die Priifung jeder einzelnen Dosis an einer gréBeren Anzahl 
von Versuchstieren gleichzeitig vorzunehmen. Dadurch wird die Sicher- 
heit der Ergebnisse erhéht und individuelle Besonderheiten werden 
ausgeschaltet. Auch Tiere desselben Wurfes kénnen sich manchmal 
verschieden verhalten. 

Auf Grund umfangreicher eigener Untersuchungen und der oben 
erwihnten Veréffentlichungen wurde versucht, auf dieser Grundlage 
eine Wertbestimmungsmethode auszuarbeiten. Uber die Ergebnisse 
soll im folgenden berichtet werden?. 


Methodik. 

Die zu den Versuchen benutzten Ratten, junge, wachsende Tiere 
im Alter von 3 bis 4 Wochen und einem Gewicht von 33 bis 42 g, werden 
einzeln in Glaskiéfigen mit einer Grundflache von 15 x 20 em und 
einer Héhe von 18cm gehalten. Zur Vermeidung der Aufnahme des 
eigenen Kotes enthalten die Kafige 3 cm hohe Drahteinsiatze mit weitem 
Maschengeflecht, das den Kot leicht hindurchfallen 14Bt. Der Boden 
des Kafigs ist zum Aufsaugen des Urins mit Sagespanen bedeckt. Als 


1 Vel. auch Holtz, Klin. Wochenschr. 6, 535, 1927; Windaus und 
Holtz, Nachr. d. Ges. d. Wissenschaften zu Géttingen, Math.-Physik. Klasse, 


1927, H. 3. 
2 Vorlaufige Mitteilung, Klin. Wochenschr. 8, 609, 1929. 
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Nahrung bekommen die Ratten die Rachitiskost 3143 nach Me('»/),,, 
und zwar wird diese Kost mit Wasser versetzt in Kuchenform tip]: 


frisch verabreicht. Die Futterreste vom vorhergehenden Tage werd) 
dabei jedesmal entfernt. Ein Wirfel dieser Kost im Gewicht von 20 ¢ 
taglich erweist sich im allgemeinen als ausreichend. Das Trinkwasse; 
erhalten die Tiere in TrinkgefaBen aus Glas, wie sie von amerikanischey 
Autoren benutzt werden. Diese GefiBe bestehen aus einer Claskiye! 
die in ein sich allmahlich verjiingendes Rohr ausgezogen ist. Sie werden 
derart in die Kafige eingehangt, daB das Glasrohr des Trinkgefases 
durch ein Loch des Drahtdeckels des Kafigs hindurchgesteckt wird 
Der Vorteil dieser TrinkgefaiBe, an die sich die Ratten sofort gewéhne; 
ist, daB eine Verschmutzung des Trinkwassers vollkommen aus 
geschlossen ist. 

Der Versuchsraum ist gegen das Eindringen von Tageslicht voll 
kommen abgedichtet. Die Temperatur wird dauernd so gehalten 
daB sie 22° nicht unterschreitet, was mit Hilfe eines Maximum-Minimum. 
thermometers kontrolliert wird. Ein Ventilator gestattet eine rasche 
Erneuerung der Luft. 

Die Versuche werden in der Weise angelegt, daB fiir jede Dosis 
des zu priifenden Vitamin-D-Praparats zehn Ratten angesetzt werden 
Die Auswahl der Tiere fiir die Versuchsgruppen wird stets derart vor- 
genommen, daB die verfiigbaren Wiirfe auf die verschiedenen Gruppen 
verteilt werden, so dab Geschwistertiere méglichst nicht in gréberer 
Zahl in ein und derselben Gruppe vorhanden sind. Auf diese Weis: 
wird eine weitgehend gleichmaBige Zusammensetzung der einzelnen 
Versuchsgruppen erreicht. , 

Die zu prifenden Substanzen werden in Paraffinél gelést und 
yon den Lésungen eine Menge von 0,1 cem taglich verabreicht, und 
zwar derart, da den von einer Hilfsperson in Riickenlage gehaltene: 
Ratten die élige Lésung mit Hilfe von 0,1-cem-Pipetten direkt in den 
Mund eingeblasen wird, was sich ohne Schwierigkeiten und Verlust: 
bewerkstelligen laBt. Kontrollgruppen zu je zehn Tieren erhalten 
zum Teil das zu den Verdiinnungen benutzte Paraffiné] ebenfalls in 
Mengen von 0.1 ccm pro Tier und Tag oder auch nur die rachitogen 
Grundkost. 

Da die verschiedenen Dosen immer in 0.1 cem pro Ratte und 
Tag verabreicht werden, miissen die entsprechenden Verdiinnungen 
von den Priparaten hergestellt werden, was bei einer Versuchsreile 
immer an einem Tage und von ein und derselben Person mit Hilf 
von geeichten Pipetten und MeSkélbchen! vorgenommen wird. 


1 Alle notwendigen Pipetten und MefgeféBe sind von der Fin 
Hugershoff, Leipzig, von ein und demselben Glasblaser gleichzeitig h: 
gestellt und ebenfalls von dieser Firma gleichzeitig geeicht worden. 
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bur jede Ratte wird cine besondere Gewichtskurvenkarte gefiihrt, 


t r noch andere Daten, wie Geschlecht. Farbe. WurfgréBe und 
werdey \iter zu Versuchsbeginn eingetragen werden Die Wagungen der 
mM 20 g liere erfolgen einmal in der Woche. Nach Ablauf von 14 Tagen, einem 
Wasser Yeitraum, der beiausschlieBlicher Verabreichung der MeCollum- Kost 3143 
Lischey yeniigt. um bei geeigneten Versuchsratten eine ausgepragte Rachitis 
‘Kiige , erzielen, werden die Tiere dann durch Chloroform getétet: und mit 
verde! Hilfe der Roéntgenaufnahme das Versuchsergebnis festgestellt Is 
elabes wird dazu der Réntgenfilm verwendet. Dieser gestattet, vor einer 
wird chtstarken Lampe betrachtet. nach unserer Erfahrung klarere Be 
hiner wteilung, als dies auf Grund der Betrachtung der Kopie méglich ist 

tus Die Beurteilung der Réntgenaufnahmen erfolgt zur Sicherung des 

Ergebnisses immer an zwei aufeinander folgenden Tagen von zwei 
Vou verschiedenen Personen unabhingig voneinander 
alten Dab fiir das Gelingen der Versuche peinlichste Sauberkeit und 
num sorgfaltigste Reinigung der Kafige und aller sonst benutzten Gegen- 
asche stinde unerlaBlich sind, braucht nicht besonders betont zu werden. 
Dosis 
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Die Beurteilung der Réntgenaufnahme erfolgt im = wesentlichen 
ach der Beschaffenheit des proximalen Tibiaendes (vgl. Abb. 1) 
Die Falle mit voéllig normaler Beschaffenheit, in denen also die ver 
abreichte Dosis vor Rachitis geschiitzt hat, werden als geschiitzt 

minus (~-) bezeichnet. Deutliche Rachitis erhalt je nach dem Grade 


Biochemische Zeitschrift Band 209. x”) 
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der Ausbildung die Bezeichnungen plus (+), plus-plus | 
plus-plus-plus ). Falle, in denen ein vollkommener » 
zweifelhaft erscheint, werden als fraglich (?) eingetragen. 

Die Beurteilung der Réntgenbilder muB so objektiv wie n 
gestaltet werden. Bei deutlich ausgeprigter Rachitis mit breiter yy) 
unscharf begrenzter Epiphysenfuge und andererseits bei vollig » 
schiitzten Tieren, die nur eine diinne Epiphysenlinie und gut begrenz:: 
Epiphysen- und Diaphysenrander aufweisen, ist die Diagnose nich; 
schwer und unverkennbar. Schwieriger wird die Beurteilung in Fille 
in denen die Rachitis oder der Schutz nicht deutlich ausgeprigt si) 
Es muB dann das Bild der normal gewachsenen Ratte zugrunde geleg 
werden. Hierbei zeigen sich aber Untersechiede, die wohl beriieksichtig: 
werden miissen. Nicht immer fehlt bei normalen Tieren jugendliche 
Alters, auch wenn sie schon ein Gewicht von 50 bis 60¢ erreicht habe: 
ein Zwischenraum zwischen Epiphyse und Diaphyse, und oft finde: 
sich auch ein winkelférmiger Spalt (vgl. Abb. 2). Durch Ubung w 
Erfahrung laBt es sich erméglichen, in diesen Fallen Schliisse zu ziehe: 
insbesondere ist auf die Schirfe der Begrenzung zu achten. Ist di 
Entscheidung nicht sicher, so ist es zweckmaBig, die Bezeichnuny 
 fraglich” zu wahlen, die dann immer darauf hindeutet, daB die erzielt 
Schutzwirkung mehr in dem Sinne gedeutet werden mub, daB sie nich: 
vollkommen ausreichend war. Zur Illustration sei auf die beiliegende: 
Abb. 1 und 2 verwiesen'. Die Sicherheit der Schliisse, die aus de) 
Rontgenaufnahmen gezogen werden, ist um so gréber, je geringer div 
Anzahl unklar diagnostizierbarer Grenzfille ist. Die Methodik ist 
deshalb so aufgebaut. daB Stérungen, die zu Unklarheiten fiihre: 
konnen, soweit als méglich vermieden werden. Es sind dafiir einiy: 
Punkte von Wichtigkeit, auf die hier deshalb nochmals eingegange: 
werden soll. 

Die Anzahl der Ratten mit zehn in jeder Gruppe fiir eine Dosis 
des zu priifenden Materials ist so hoch gewahit, um méglichst individuel 
Besonderheiten auszuschalten. Hierzu tragt auch die ebenfalls zel 
Tiere umfassende Kontrollgruppe bei. Die Tiere dieser Kontrollgrupy. 
miissen bei einem gut verlaufenden Versuch simtlich Rachitis aut 
weisen. ErfahrungsgemaB ist dies nicht immer der Fall. Hin und 
wieder finden sich einzelne Tiere, die nicht rachitiseh geworden sind 
oder fraglich erscheinen. Dies mu dann bei der Beurteilung des yx 
samten Versuchs beriicksichtigt werden. Wenn mehr als ein Kontrol! 
tier unter zehn Tieren nicht rachitisch geworden ist, ist der ganz 


1 Es ist darauf hinzuweisen, daB infolge des Kopierens der Origina 
filme und der folgenden zur Herstellung der Klischees nochmaligen Au 
nahme die feineren Unterschiede nicht so scharf hervortreten, wie es bh: 
der direkten Betrachtung des Réntgenfilms der Fall ist. 
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Versuch zu wiederholen. Hieraus ergibt sich die Forderung nach einem 
hst gleichmiabigen Rattenmaterial, welches selbst geziichtet 
Die Zuchttiere miissen dabei ganz gleichmibig ernihrt werden, 


yd cbenso ist die Paarung so durchzufiihren, dab der ganze Zucht- 
aamm ausgeglichen und homozygot ist Es ist dies natiirlich sehr 
«hwer zu erreichen, da eine Rattenzucht mit hinreichend starker 
Produktion von Jungen, die es erméglicht, LOO oder 200 junge Tiere 
uf einmal gleichzeitig in den Versuch zu nehmen, nicht ganz einfach 

ifzubauen ist und auch erhebliche Kosten verursacht Auch wir 
aben deshalb teilweise auf angekaufte Tiere zuriickgreifen miissen. 
Dies hat sich in vielen Fallen bewahrt, in anderen sind wir allerdings 
uf erhebliche Schwierigkeiten gestoBben, indem die Tiere sich als un- 
yeeignet zum Rachitisversuch erwiesen. Dies zeigt sich vor allen Dingen 
m sehlechten Wachstum der Tiere, und damit kommen wir auf einen 
weiteren Punkt, der zwar keine entscheidende, aber doch eine gewisse 
Bedeutung besitzt. Tiere, die wihrend des Versuchs nicht oder nur 
sehr wenig wachsen, erweisen sich nicht in allen, aber in vielen Fallen 
als resistent, was mit der bekannten Tatsache gut zusammenklingt, 
daB auch bei nachweislich schon rachitischen Tieren Spontanheilung 
infolge von Hunger vorkommt. Solche im Wachstum stehen gebliebene 
liere kOnnen einen Versuch empfindlich stéren. Gegebenenfalls ist ein 
rechtzeitiger Ersatz durch andere Tiere empfehlenswert.| Tiere, die 
irgendwie kiimmern oder krank erscheinen, sind von vornherein un- 
geeignet. In allen Versuchen, in denen eine Schutzwirkung bei normal 
zunehmenden Tieren erfolgt ist, miissen demnach Tiere, welche weniger 
als Sg in der I4tigigen Versuchsperiode zugenommen haben und sich 
als rachitisfrei erweisen, ausgeschaltet werden. Ist dagegen auch bei 
ihnen Rachitis aufgetreten, so sind sie als Beweis dafiir, dab eine Schutz- 
wirkung hier nicht eingetreten ist, brauchbar. Weiter ist beziiglich 
des Wachstums zu beachten, daB auch sehr erheblich wachsende Tiere 
zur Tritbung der Versuchsergebnisse beitragen kénnen. Bei Gewichts- 
mnahmen von IS g aufwiirts wurde mehrfach ungeniigender Schutz 
festgestellt, wahrend die anderen Tiere der gleichen Gruppe gute Schutz- 
wirkung zeigten. Ein besonders rasches und erhebliches Wachstum 
kann somit trotz Schutzwirkung zu Rachitis fiihren. Die erwahnten 
Stérungsursachen, Untergewichtigkeit und allzu rasches Wachstum 
treten aber. wie wir hervorheben méchten, nur vereinzelt auf. Beziiglich 
der untergewichtigen Tiere gibt stets die Kontrollgruppe gute Anhalts- 
punkte. Bei normalen Tieren aus guter Zucht von richtig ernahrten 
Eltern sind gerade diese Stérungen nur selten. Ferner mub noch auf 


eine andere mégliche Ursache der Resistenz hingewiesen werden, dic 
in der Ernabrung der Zuchttiere zu suchen ist. Es ist durehaus damit 
zu rechnen, dab Lebertranverfiitterung, also reichliche Vitamin-D- 
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Zufuhr an die Zuchttiere, zu einer Speicherung im Organism 
Jungen fiihrt, so daB diese dann nicht rachitisch werden. Auch 

sich im gleichen Sinne auswirkende Fiitterungseinfliisse sind vorh 
SchlieBlich muB auch auf die Zusammensetzung der rachitogenen |) 
geachtet werden, da wechselnde Beschaffenheit des Materials. jy 
besondere des Maises, zu Stérungen fiihren kann. 


Es muB nun noch entschieden werden, wann eine Versuchsye 
hinreichend als vor Rachitis geschiitzt angesehen werden hann. |) 
Rachitisschutz wird nach den vorliegenden Erfahrungen dan 


bestehend angenommen, wenn mindestens SO... also acht von den x! 


Tieren der Gruppe als einwandfrei geschiitat durch die Réntgendiag 


erwiesen sind. Diejenige Dosis des zu priifenden Materials, welc! 
diesen Schutz gerade hervorbringt, wiirde dann eine antirachitisc) 
Schutzeinheit (abgekiirzt SED, Schutzeinheit fiir Vitamin D) enthalte: 


Eigene Untersuchungen. Um einen Cherbbick iiber das zu gebe: 
was die Methode leistet. folgt nunmehr die Wiedergabe einiger von vw 
durehgefiihrter Untersuchungen. 

1. Vigantol (Kontrollnummer 481915). Wie die Packung angibt 
enthalten diese Liésungen 1°,, Vitamin D. In L00Qcem sind somit 1 ¢ 
bestrahltes Ergosterin enthalten. Da das Vitamin D bereits in aube: 
ordentlich grober Verdiinnung wirkt und das Praparat der London 
Pharmaceutical Society in |), 99990008 O-l y Heilung unter de: 
eingangs aufgefiihrten Bedingungen ausiibt, wurden entsprechencd: 
Verdiinnungen angelegt. 

Vorversuch. In einem Vorversuch, der nur in’ Gruppen von 
finft Tieren angestellt wurde, um einen Eimblick in die Wirksamkeit 
erhalten, kamen Verdiinnungen, die, gewichtsmaBig ausgedriickt, folgern 
Vitamin-D-Mengen in 0,1 cem enthielten, zur Priifung: 0.02, 0.1, 0,2, 03 
0,4, 0.5, 0,6, O38 und Ly. Am SehluB des I4tagigen Versuchs ergal 
Réntgenautnahme die in Tabelle T wiedergegebene Beurteilung. 


Tabelle 1. 


Vorversuch mit Vigantol Nr. 481915. 





In 0,1 ccm taglich zugefuhrt 1 rT 06 Os 04 03 02 a1 | ft 
in } ; . ; ‘ 5 a 
Ergebnis der Rontgen- ' - , : . ‘ 
untersuchung | i 54 54 


Das Ergebnis bringt die Zahl der Versuchstiere (Zahl), die geschiitzt | 
rachitisch (+) oder fraglich (7%) befunden wurden. Die Unterstufen \ 
geringer bis starkster Rachitis wurden als fiir die allgemeine Beurteilung 


belanglos nicht aufgefiihrt. 
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wh diesen Ergebnissen wiirden 0.4 y die Tiere geschiitzt, 0.3 y 

ven die Tiere noch nicht vollkommen geschiitzt haben. Es wiirde 

« die wirksame Grenzkonzentration in dieser Gegend zu suchen 

Die Kontrollen ohne Vitamin-D-Zufuhr (20 Tiere) wurden ohne 
\usnahme sehwer rachitisch gefunden 

Um nun die wirksame Grenzkonzentration einwandfrei feststellen 

konnen, wurde mit demselben Vigantol ein neuer Versuch angesetzt 

lem in jeder Gruppe je zehn Tiere zur Verwendung kamen und 

ei) dem Verdiinnungen angelegt wurden, die, wieder in) Gewichts 

engen ausgedriickt, in O.l cem 0.2. 0.38, 0.4, 0.5, 0.6 und OS y des 

estrahlten Ergosterins enthielten. Das Ergebnis dieser Untersuchung 


tin Tabelle Il wiedergegeben. 


Tabelle 11. 


Hauptversuch mit Vigantol Nr. 481915. 





Angewandte Dosen in ; ON 06 05 04 03 0.2 
» 10 10 10 4 7 4 
trgebnis der Roéntgen- by 1» 
untersuchung : 
| 14 4 


Zehn WKontrollen, die gleichzeitig liefen, ergaben bis auf eine 
leutliche Rachitis. Nach diesem Versuch wiirde die oben aufgestellte 
Forderung, daB 80°, der untersuchten Tiere geschiitzt sein miBten 
von der Tagesdosis, die gewichtsmabig durch einen vermuteten Gehalt 
von O4y bestrahltes Ergosterin charakterisiert ware, erfillt worden 
sein Diese 0.4 y wiirden dann eine antirachitische Schutzeinhei; 
nach der oben gegebenen Tabelle Il enthalten 

Ein weiteres Vigantolpraparat Nr. 476078 kam in gleicher Weise 
zur Untersuchung. Die Ergebnisse sind in Tabelle IL] geordnet. Das 
Ergebnis des Versuchs stimmt mit dem ersten Versuch, Wie man 


sieht, vollstandig tiberein 


Tabelle 111. 


Versuch mit Vigantol (Handelspraparat) Nr. 476078. 





Angewandte Dosen in ; 0.8 06 05 04 03 0.2 
> 4 10 9 Ss " 2 
Ergebnis der Rontgen- | 1’ 1’ 4° 
untersuchung 
5 | 1 4 ] + 1+ S 


In der folgenden Tabelle wird der Versuch mit einem weiteren 


Vigantolpraparat wiedergegeben, welches die Kontrollnummer 121028 


hatte. Auch hier wurden wiederum die gleichen gewichtsmabig be- 
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zeichneten Mengen an bestrahltem Ergosterin in) Form von Ve 
diinnungen hergestellt und in Mengen von 0.1 cem an die Ratt 


abreicht. Aus der Tabelle [V geht hervor, dab bei diesem Pri para; 


die Schutzwirkung noch starker war, so dab bereits die mit 0.3 + }y 
zeichnete Menge ausreichenden Schutz bewirkte. Die beste Kontrol) 
fiir das verwendete Rattenmaterial gibt hier gleich die geringste Ko) 


zentration von 0.1 y, bei der samtliche Tiere deutliche. zum Tei! sely 


schwere Rachitis aufwiesen 


Tabelle 1V. 


Versuch mit Vigantol Nr. 121028. 





Angewandte Verdunnungen 


in y: 0,6 0,5 04 0,3 02 , 
' . 0 Ss 0— - a 
kirgebnis der Roéntgen- | I i I I ‘ ; 
untersuchung | “ 4 , 


Die einleitend bei der Methodik erérterte Frage. inwieweit. sic! 
ungiinstiges Tiermaterial auswirkt, médchten wir ebenfalls dure! 
einen Versuch belegen, um zu zeigen, dab infolge der Verwendung 
zahlreicher Tiere in jeder Gruppe trotz groBer Stérungen doch noc! 
gewisse Anhaltspunkte fiir die Wirksamkeit erhalten werden konnen 
die man aber nicht fiir eine zuverlassige Standardisierung verwerte: 
kann. Es wurde in der schweren Kalteperiode Ende Januar, Anfang 
Februar. die hier in Leipzig dazu fiihrte, daB sich die Temperature 
auch tagsiiber nicht iiber 10° erhoben, ein Kontrollversuch mit 
dem in Tabelle IIL behandelten Handelspriparat Nr. 476078 an. 
gestellt. Da in den Monaten Januar und Februar der Nachwuchs an 
jungen Ratten eigener Zucht stockte, eine Erscheinung, die sich i) 
diesen Monaten in jedem Jahre wiederholt, wurden Tiere aus Siid 
deutschland bezogen. Diese jungen, etwa 30g schweren Tiere machte: 
die lange Reise unter den ungiinstigen Witterungsverhaltnissen und 
kamen in unbefriedigendem Zustande hier an. Sie wurden mit andere: 
Tieren anderer Herkunft und eigener Zucht gemeinsam in die Gruppet 
eingeordnet, soweit sie tiberhaupt zum Versuch geeignet erschienen 
Schon in den ersten Versuchstagen traten Verluste ein, die ersetzt 
werden muBten. Interessant verhielt sich der Kontrollversuch, be 
dem also zehn Ratten obne Zugabe bei Rachitiskost gehalten wurden 
Von diesen zehn Ratten erwiesen sich fiinf als rachitisch, fiinf zeigte: 
keine Rachitis. Nach diesem Verlauf des Kontrollversuches war de 
Versuch unbrauchbar und mute verworfen werden, da man_nic!it 
wissen konnte, wieviel der eigentlichen Versuchstiere resistent gewesen 


waren. Die Ergebnisse des Versuchs sind in Tabelle V zusamme 
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stellt Sie zeigen aun, dab trotzdem bei Anwendung des Malb- 


s nach dem 80°, geschiitzt sein miiBten, das Ergebnis des 
Vesuchs mit dem des friitheren in Tabelle LIL wiedergegebenen 
\orsuchs iibereinstimmt. Auch hier wiirde die einem Gehalt von 
viv in O.Leem entsprechende Verdiinnung Schutz gewahrt haben. 
hrwas heraus fallen bei diesem Versuch die beiden Ratten, welche 
»| der héchsten Dosis nicht voll geschiitzt worden waren. Von 
jesen hatte das eine Tier 18, das andere 20 g wahrend des Versuchs 


gnommen. Sie sind entsprechend den eingangs gegebenen Aus- 
sibrungen nicht als beweisend anzusehen. Auch die in den anderen 


Versuchen gelegentlich bei hohen Dosen gefundenen vereinzelten nicht 
vschiitzten Tiere haben solehe iiber der Norm liegende Gewichts- 
imahmen gezeigt. Aber, wie bereits erwahnt, ist der ganze in Tabelle V 
ifvefiihrte Versuch wegen des Versagens der Kontrolltiere nicht 
1 verwerten. 

Tabelle V. 


Versuch mit Vigantol Nr. 476078. 





Angewandte Dosen in ) 0.6 05 04 03 0.2 
8 9 8 4 4 

rgebnis der Réntgen- ly 1? 1? ty os 
untersuchung , ‘ 1 >, r 


Es erschien interessant, auch einige Versuche mit anderen im 
Handel erhaltlichen Vitamin-D-Praparaten anzustellen. Es wurden 
leshalb auch Radiostol und Praformin gepriift. 

2. Radiostol. Radiostol enthalt in 1 com 10000 englische Einheiten. 
Um zunachst die Grenzen festzustellen, zwischen denen die Sehutz- 
wirkung liegt, wurde wieder ein Vorversuch angestellt, der in ahnlicher 
Weise wie oben geschildert an fiinf Tieren mit Mengen durchgefihrt 
wurde, die von zehn Einheiten an abwiarts bis zu einer Einheit in 0,1 com 
enthielten. Es ergab sich dabei, daB die wirksamen Konzentrationen 
zwischen fiinf und drei Einheiten zu suchen seien. Hierauf baute sich 
ein weiterer Versuch mit je zehn Tieren auf, bei welchem sechs, fiinf, 
vier, drei und zwei Einheiten an die Tiere verabreicht wurden. Die 
Ergebnisse, die in Tabelle VI festgestelt’ sind, ergaben, dal fiint 


Tahe lle Vs. 


Versuch mit Radiostol (Handelspraparat ). 





\ngewandte Verdunnungen 6 5 4 3 > 
in Einheiten . 

; & 4q 5 D 3 
Ergebnis der Rontgen- | ae 1» 4° 4° 25 


untersuchung 14 1 4 
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Kinheiten Schutz gewahren, wahrend vier Einheiten nicht ck 
gestellten Anforderungen entsprechen Die gleichzeitig la i, 
Kontrollen gaben bis auf ein Tier deutliche bis schwere R 

Ks wiirde hieraus zu entnehmen sein, dab fiinf Radiostolei th 
schiitzen und etwa einer Menge bestrahlten Ergosterins von © 


Vigantol entsprechen. 
3. Ferner interessierte Prdjormin, welches in L° iger Ey 

das Vitamin D enthalten soll. Ein Tastversuch ergab, dab die vp (\ 
Verdimnungen, die, wenn wir von der L° igen Emulsion ausyely 
wieder OL bis Ly entsprachen, bei einem ersten Priiparat, welel 
von den Nordmarkwerken direkt bezogen war. keine befriedigende) 
Schutzwirkungen entfalteten. Erst bei einer Menge von 8 y in 0.) ce 
wurden im Tastversuch von sechs Tieren vier geschiitzt, walhres 


zwei rachitisch waren. Infolgedessen wurde mit gréBeren Konzent) 


tionen ein Schutzversuch angestellt, der in Tabelle VIL aufgefiihy: 


wird. Danach wiirden erst 10 bis 12 y der im Praformin enthalten 
wirksamen Substanz die geforderte Schutzwirkung entfalten konne: 


Tahe le | //. 


Versuch mit) Praformin. 





Angewandte Verdunnungen 


12 11 10 9 Ss 7 
in 3 
: g ... 7 8 5 — 7 7 } 
Ergebnis der Rontgen- | 9 ” , j , ‘ 
2» 3 , 4% , ’ , 
untersuchung | { 9 9 { 


Wir sind damit beschaftigt, weitere Priiftungen mit) Pratormintosiu 


anzustellen. Unsere bisherigen Befunde bestatigen die Mitteiluny 
Heubner (Klin. Wochenschr. 1929. H. 9), die ebenfalls eine recht sclwa: 
Wirkung des Praformins angibt. 


Das mitgeteilte, an etwa 500 Tieren gewonnene Material diirft: 
zu dem Schlub berechtigen, daB die eingeschlagene Methode fiir di 
Zwecke der Wertbestimmung des Vitamins D eine brauchbare Grund 
lage bietet. Sie wird auch von den Erzeugerfirmen des Vigantol- 
1. G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld, und E. Merck, Darmstadt 
benutzt. Die bisherigen Ergebnisse bringen schon recht feine Unter 
schiede in der Wirksamkeit zur Darstellung. Es scheint durchaus 
tragbar, die Grenzen zwischen der wirksamen und der unwirksame! 
Konzentration noch etwas weiter zu setzen und dadureh die Ergebnis» 
der Gruppen auszuschalten, in denen als ,.fraglich’* bezeichnete Erge) 
nisse der Réntgenaufnahmen nicht ganz sicher entscheiden lassen, o! 
tatsichlich vollkommener Schutz erzielt worden ist Sichere und 
jederzeit reproduzierbare Ergebnisse kénnen allerdings nur bei sehr 


sorgfaltiger Ausfiihrung und méoglichster Ausschaltung von Febhle 
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vlien erhalten werden. Peinlichste Sauberkeit und Zuverlissigkeit 
ior MeBinstrumente sind Vorbedingungen; das Rattenmaterial er- 
ardert sorgfaltigste Autmerksamkeit. Ein gesunder. wiichsiger, homo- 
vgoter Zuchtstamm ist von groBer Wichtigkeit. Die Ernahrung der 
Jychttiere mub vollwertig sein, doch muB Speicherungsméglichkeit 
on Vitamin D, mit der gerechnet werden muB, ausgeschlossen sein, 
ia sonst die Ratten nicht rachitisch werden. Bei der Zubereitung der 
iicCollum-Kost mui mit der Beschaffenheit des Maises gerechnet 
werden, die zu einer ungiinstigen Beeinflussung des fiir die Entstehung 
ler _Rachitis bestimmenden Verhaltnisses Ca: P fiihren kann. Einer 
Lichtaktivierung von Vitamin D im Futter sowohl, wie in den Versuchs- 
tieren selbst muB vorgebeugt werden. Das Wachstum der Tiere wahrend 
des Versuchs ist zu beachten und kann zu Stérungen Anlaf geben. 
Entscheidend fiir die Minderung von Fehlergebnissen ist die geiiigend 
crobe Anzahl von Versuchstieren und Kontrollen. Das alles erfordert 
einen groben Apparat mit zahlreichen gut eingespielten Hilfskraften. 
Steht das alles zur Verfiigung und werden die aufgefiihrten Sicherungen 
eingehalten, so arbeitet die Methode mit einer fiir eine biologische 
Methode groBen Sicherheit. Wir sind damit beschaftigt, das experi- 
mentelle Material noch weiter zu vergr6éBern, um beziiglich Zuverlassig- 
keit und Fehlergrenzen ganz klar zu sehen und die Sicherheit der 
Methode noch gréBer zu gestalten. In einigen folgenden Mitteilungen 
soll auch iiber die Toxizitaétsfrage im Verhaltnis zur Wirksamkeit der 
Priparate und tiber die Ergebnisse des Heilversuchs im Verhaltnis 


zum Schutzversuch berichtet werden. 


Zusammenfassung, 

1. Es wird eine Methode beschrieben, die auf Grund des Schutz- 
versuchs eine Wertbestimmung von Vitamin-D-Praparaten gestattet. 

2. Diejenige Menge wirksamer Substanz, die gerade geniigt, mit 
Sicherheit junge, wachsende Ratten nach MaBgabe des beschriebenen 
Versuchsvorgehens vor Rachitis zu schiitzen, wird als antirachitische 
Schutzeinheit bezeichnet (abgekiirzt SED =~ Schutzeinheit fiir Vitamin D). 

3. In vergleichenden Untersuchungen wurden die im Handel 
befindlichen Vitamin-D-Praparate Vigantol, Radiostol und Praformin 
geprift. Es wurde dabei ermittelt, daB beim Vigantol 0.4 y 
(Ly = "/,o99 mg) bestrahlten Ergosterins, in einem Radiostolpraparat 
fiinf der fiir dieses Produkt deklarierten Einheiten, in einem Pra- 
forminpraparat 10 bis 12 y bestrahlten Ergosterins der oben definierten 
antirachitischen Schutzeinheit (SED) entsprechen oder umgerechnet: 
ie leem der Handelspraparate enthdlt bei Vigantol 25000, bei Radiostol 
2000, bei Préformin 800 bis 1000 SED. 


20* 





EinfluG der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Salzflockung der SerumeiweiGkorper. LI. 


Von 
D. vy. Klobusitzky. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ung. Elisabeth-Universitat 
Pées.) 


(Eingegangen am 4. April 1929.) 


Vor einigen Jahren hatten Csapé und ich! die destabilisierenc 
Wirkung von Standardsalzlésungen bei verschiedenen Wasserstof 
ionenkonzentrationen auf das defibrinierte Pferdeserum  beschriebe: 
und erértert. Es lieB sich feststellen, daB die Flockungskraft der Salz: 
eine strenge Funktion der Cy ist. ir fanden, dab dieselbe am geringste: 
war zwischen py 7,40 und dem isoelektrischen Punkte, bei hodheren 
oder niedrigerem py beobachteten wir immer eine vermehrte Eiweil 
flockung. Wir hatten schon damals die Ansicht vertreten, dab dies: 
Versuche nicht dazu da sind, um aus ihnen theoretische Folgerungen 
ziehen zu kénnen, und aihnliche Versuche mit reinen Albumin- wn 
Globulinlésungen durchzufiihren sind. Damals stand im Mittelpunkt 
unserer Arbeit die Frage, ob in saurem Medium eine Umwandluny 
von Albumin in Globulin besteht oder nicht, bzw. ob die Albumin: 
ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften so verandern kénnen 
daB sie den Globulinén ahnlich werden. Seit der Veréffentlichung 
unserer oben zitierten Mitteilung hat diese Frage ihre Wichtigkeit 
verloren, da zahlreiche, in den letzten Jahren erschienene Unter 
suchungen uns deutlich zeigen, daB eine wirkliche Umwandlung niemals 
geschieht, die Albumine behalten ebenso immer ihren Albumincharakter 
wie die Globuline ihren Globulincharakter, nur ihre Stabilitit ver 
andert sich bei gewissen Umstinden. Die -Auffassung, der wir Ausdruck 
gegeben hatten, wurde also inzwischen endgiiltig erwiesen, und <i 
Frage der Umwandlung von Albumin in Globulin gehért heutzutay 
nur zur Geschichte der Kolloidchemie. 


' J. Csapé und D. v. Klobusitzky, diese Zeitschr. 151, 90, 1924. 
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Dic Ergebnisse der mit Albumin- und Globulinlésungen fort- 
tvien Untersuchungen zeigten aber in mancher Beziehung Ab- 


hungen von den mit Vollsera erreichten, und zwar: |. das elektro- 


Jialysierte Albumin und Globulin war gegen die Variation der Cg in 
inem geringeren MaBe empfindlich als das Vollserum, und 2. die reinen 
\bunin- und Globulinlésungen zeigten im alkalischen Medium keine 
\usflockungstendenz. Unsere Aufgabe war also, die Ursachen dieser 
Erscheinungen aufzuklaren. 

Um das Ziel zu erreichen, hatten wir verschiedenartige Versuche 
urchgefiihrt. In einem Teile der Experimente wurden die reinen 
\bumin- bzw. Globulinlésungen bei variiertem Cy mit derselben 
Salzkonzentration behandelt und die bei den verschiedeaen Cy in 
Lisung gebliebene EiweiBmenge bestimmt. Um die Resultate der 
einzelpen Versuchsserien miteinander und mit den im Vollsera erréichten 
ergleichen zu kénnen, wurde ein Quotient, die negative Flockungs- 
hl (FZ.) eingefiihrt. Dieser Quotient wurde folgendermaben er- 
rechnet: Die bei dem ersten Glied der Serie gefundene geloste Eiweil- 
menge wurde als Einheit betrachtet und mit dieser als héchsten Gemein- 
lividenten die in den iibrigen Gliedern der Serie geléste Eiweibmenge 
lividiert. Die Resultate unserer diesbeziiglichen Arbeiten sind in diesem 
leile der Mitteilungsserie zusammengestellt. 


- 


Methodik. 


Zu allen Versuchen verwendete ich von der Schlachtbank bezogenes, 
lefibriniertes frisches Pferdeblutserum. Das Globulin wurde vom Albumin 
ntweder mit gesiéittigtem Magnesiumsulfat oder mit halbgeséttigtem 
\mmoniumsulfat get rennt. Die magnesiumsulfat halt ige Albuminlésung wurde 
nach der Filtration ohne irgendwelche Behandlung vordialysiert, wahrend 
ei der Fallung mit Ammoniumsulfat das Filtrat durch Zusatz von kristalli- 
sierttem Ammoniumsulfat vollkommen gesattigt und auch das Albumin 
ibfiltriert wurde. Die Herstellung der elektrolytfreien EiweiBlosungen 
veschieht nach zwei verschiedenen Methoden, die voneinander aber nicht 
wesentlich abweichen. Die eine war das Paulische Verfahren', welches 
nimlich darin besteht. dai man die Eiwei8-Salzlésungen zuerst im VPer- 
gamentsack unter Druck, dannn im Pergamentfaltenfilter vordialysiert und, 
wenn die spezifische Leitfahigkeit den Wert 3 bis 4. 10—4 rez. Ohm erreicht 
hat, man in einem Paulischen Elektrodialysator zu elektrodialysieren 
infangt. Nach dem anderen Verfahren wurde die Vordialyse im Kollodium- 
sack durchgefiihrt und nach Beendigung in einem Elektrodialysierapparat 
von Reiner? elektrodialysiert. Nach meinen mit EiweiSkérpern erhaltenen 
Erfahrungen sind beide Methoden und Apparate was das Ziel der Elektro- 
dialyse anbelangt, eine vollkommene elektrolytfreie Kolloidlésung = zu 
hekommen gleichwertig. Um die bei der Elektrodialyse ausgeschiedenen 


1 W. Pauli, diese Zeitschr. 152, 355, 1924; W. Pauli und Th. Sten- 


singer, ebendaselbst 205, 79, 1929. 


2 L. Reiner, WKolloidzeitschr. 40, 123, 1926. 
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Clobuline wieder in Lésung zu bringen, wurden diese mit wenig No (0 
alkalisiert und so viel 27°,ige NaCl-Lésung hinzugefiigt. daB die \ 
Konzentration 0.9°, betrug. Im Falle einer gréBeren Verdiinnung w 


der Dialyse, was bei den Magnesiumsulfat-Albuminen immer vorgek«o) 
ist, hatten wir die Lésungen mit Ultrafiltration durch Kollodiumfilt: 
Saugpumpe eingeengt. Zur Konservierung verwendeten wir entwei| 
Chloroform oder Toluol. 

Von den so bereiteten Lésungen wurde je lccem in eine Reil 
Eprouvetten gefillt. Zu der ersten Eprouvette der Serie wurden 3 
zu den iibrigen abnehmend um so viel weniger destilliertes Wasse; 
gemessen, als Séure zu denselben zugegeben wurde. Danach, vor 
zweiten Eprouvette aufwirts, wurde die Saéuremenge in zunehmende; 
Mabstab zugemessen, so da in jedem Réhrchen das Volumen der zy. 
Fliissigkeiten (Séure + Wasser) gleich, also 3 cem, blieb. Zu allen Réhrehe 
jeder Serie kamen l5cem gesattigte NaCl-Lésung hinzu und, um ein 
volle Sattigung zu erreichen, wurde auBerdem l1g_ kristallisiertes, 
Exsikkator getrocknetes NaCl zugefiigt, so daB in den Eprouvetten wn 


geléstes NaCl stets vorhanden war. Die Serien lieBen wit eben/all. 
wie bei unseren friiheren Arbeiten bei Zimmertemperatur 3 Stunde 
stehen. Die Filtration wurde mit Schleicher-Schiillschem Filtrierpapi: 


so lange durchgefiihrt, bis wir ein wasserklares Filtrat erhielten. 

Die Bestimmungen der in den Filtraten gebliebenen Eiweifimenge: 
wurden entweder mit der Mikrokjeldahlmethode oder mit dem Nephel 
meter durchgefiihrt. Zur Ausfiihrung der Stickstoffbestimmungen wurde: 
2cem aus den Filtraten in einen 100cem fassenden Kjeldahlkolben ye 
messen und der Stickstoffinhalt mit einem von Bang modifizierten Preg 
schen Mikrokjeldahlapparat auf azidimetrischem Wege bestimmt Zu 
Titration verwendeten wir n 70 Lésungen und Preglsches Methylrot al: 
Indikator. Die nephelometrischen EiweiSibestimmungen wurden mit 
einem Apparat von der Firma Schmidt-Haensch nach dem Verfalire: 
von Rona und Kleinmann'! durchgefiihrt, das nach der freundlichen pers6r 
lichen Mitteilung von Herrn Priv.-Doz. Dr. Reiner und Frau Dr. Ay 
fiir die Bestimmung des Gesamteiwei8gehalts von reinen Albumin 
Globulinlésungen gut verwendbar ist. 

Die Wasserstoffionenkonzentrationen wurden mit Clarkschen Elek 
troden und Spiegelgalvanometer bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 

Zwecks Raumersparnis geben wir von unserem Versuchsmateria! 
nur die mit vier verschiedenen Lésungen erreichten Resultate wieder 
Die Auswahl geschah in der Weise, dab zwei Tabellen die auf Albumin 
und zwei die auf Globulin beziiglichen Versuchsergebnisse enthalten 
und die eine von den Lésungen beinahe zweimal so konzentriert ist 
wie die andere. 

Zur Erklarung der in den Tabellen enthaltenen Angaben méchiten 
wir folgendes erwihnen. Die erste Kolumne enthalt die Reihenfoly 


' P. Rona und H. Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 461, 1923. 


* L. Reiner und H. Kopp, erscheint nachstens ebendaselbst. 
PI 
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€O ior Eprouvetten, die zweite die Menge der zugesetzten Saure in Kubik 


vetern, die Kolumne p,q den elektrometrisch bestimmten Wasser- 


sofiexponenten, die C,,- die entsprechend ausgerechnete Wasserstoff- 
Aktivitats- 
koeffizienten des gesittigten NaCl korrigierten wahren Wasserstoff 


nenkonzentration und die 


Kolumne 


Pu 


den 


mit 


exponenten, und in der Kolumne Cy- befinden sich die von diesen er 
rechneten Wasserstoffionenkonzentrationen 


wurde 0,729 nach den Angaben Lewis und Randall benutzt') 


(als 


Aktivitatskoeffizient 


Die 


nachfolgende Kolumne enthilt das in der Lésung gebliebene Eiweil 
in prozentualer Konzentration, in der vorletzten befinden sich die 
Pwe negativen Flockungszahlen und in der letzten ihr reziproker Wert 


Bei diesen wurde demnach entgegengesetzt der urspriingliche Eiweib- 


gehalt mit der bei verschiedenen pq ausgeschiedenen Eiweilimenge 
dividiert. Dies ergibt also die positive Flockungszahl des Salzes bei 


i verschiedenen Pr. 








m Tabelle I. 
] ‘ 
\Jbumingehalt 5,58°,. Fallung mit gesattigter NaCl-Lésung. Das destil 
' lierte Wasser wurde ersetzt durch n/30 HCl. 
el 
Albumin- 
Wer Nr com HCl Pa H Con Pu CH “7? FZ FZ 
a), ! 0,0 4,97 1.07.10 497 1,07.10 5,58 i I 
) 0,2 4,72 1.91.10-5 | 458 2,62.10- 5.58 1 l 
m 0,4 4.11 7,76.10-° | 398 1,96.10-4 2,52 045 2.21 
4 0.6 3.98 1,05.10-4 384 1,44.10-4 2,32 042 2,41 
tn 5 Os 3,75 1,78.10-4 361 244.10-4 1,47 0,26 3,80 
I ) 1.0 $60 2541.10-4 3.46. 344.1074 1.38 0,25 3.95 
7 1,2 342 3.80.10-4 3,28 | 521.10-4 0.64 012 8,72 
8 1.4 321 617.1074 3.97 847.10-4 0,64 0,12 8,72 
9 1.6 298 1,05.10 2.84 1,44. 107% 0,00 
hy 
Tabelle II. 
\lJbumingehalt 2.59°,. Fallung mit gesattigter NaCl-Lésung. Das cestil 
lierte Wasser wurde ersetzt durch n/30 HCl. 
~ Albumin. 
T Nr. cem HCl Paw “an Pu CH gehalt — FZ FZ 
in ue 
n l 0,0 485 | 142.10 485 1.42.10 2.59 l 1 
‘ 2 02 453 295.1075 439 4.04.10-° 2.06 O79 1,26 
3 0.4 4.22 4,79.10-5 418 6,57.10- 1.85 071 1.40 
4 05 410 7,94.10-° 3.96 1,09.10-4 1.383 0,70 1,42 
, 5 0.6 3.98 | 1,05.10-4 3884 1,.44.10-4 1,41 0.54 1,84 
6 O8 3,72 | 1,91.10-* 858 262.10-¢ 0.78 0.30 3.82 
; 7 1,0 3.56 2.89.10°* 840 3,96.10-4 0.00 


'G.N. Lewis, M. Randall 


freie Energie usw. 8. 299, 1929. 





und O. Redlich, Thermodynamik 
Berlin, J. Springer. 


und cie 
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Tabelle I11. 


Globulingehalt 5,39°,. Fallung mit gesattigter NaCl-Lésung. Das 
lierte Wasser wurde ersetzt durch n/ 30 HCI. 





Globuhn- 
com HCI ( Pu CH gebalt 


0,0 17.1077 621 6A7. ‘ 5.39 1 
0.2 Dd. 10 467 213. 4.45 0.83 
0.4 27.107! 423 5.86. 3,10 0.58 
0.6 8.91. 10 $91 | 1,22. 2.40 0.45 
0.8 3.8 65.10-4 | 365 | 2.96. 1.35 0,25 
1,0 : 2.90.10-4 | 3.56 2.74. 0.48 0.09 
1,2 2.63.10-4 344 3.61.10 0,00 


Tabe lle IV. 


Globulingehalt 3,69°,. Fallung mit gesattigter NaCl-Lésung. Das dest 
lierte Wasser wurde ersetzt durch n 30 HCl. 





Globulin, 
Nr. ecm HCl Pou ‘aH’ Pu CH gehalt 


6.05 891.1077 605 891.10-7 3.69 
2.51 .10-5 4.46 344.1075 2.96 
4,26.10-5 423 | 5.84.10-5 1,63 
7,.76.10-° 3,98 | 1,06.10-4 1,51 
100.1074 3.86 137.1074 1.08 
115.104 380 | 1.58.10-4 0.75 
295.10-4 3.39 | 4.05. 10-4 0.00 


Besprechung der Ergebnisse. 

Unsere Versuchsangaben beziehen sich nur auf die saure Seit 
da bei alkalischer Reaktion nicht die geringste Triibung nachzuweise: 
war, was im Verhaitnis zu den mit Vollsera frither erreichten Resultaten 
bei denen eine regelmaBige Ausflockung aus alkalischem Medium fest 
gestellt wurde ein auffallender Unterschied ist. Die Ursache dieses 
Unterschieds ist zweifellos sehr interessant, doch wir werden uns an 
dieser Stelle damit weiter nicht befassen, weil derselbe bei unseren 
weiteren Versuchen wieder vorkommen wird und deshalb nur im letzten 
Teile dieser Mitteilungsserie diskutiert werden kann. 

Bei der Ansicht der Tabellen zeigen sich uns zwei Tatsachen deutlic!: 
und zwar: 1. die Ausflockung fingt erst unter dem isoelektrischen 
Punkte an (Albumine bei py 4.8, Globuline bei pg 5,4) und 2. bestelt 
auch hier ein strenger Parallelismus zwischen dem Ausflockungs 
vermégen des NaCl und der py. 

Jene Erscheinung, daB an dem_ isoelektrischen Punkte kein 
Flockung aufgetreten ist, ist deshalb bemerkenswert, da man_ hie: 
nach Pauli die Absonderung der Euglobuline erwarten kénnte; dies: 





t¢ 
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Fraktion gehort namlich zu den Eiwei’kérpern, die beim isoelektrischen 
Punkte instabile sind'. Da in unseren vorliegenden Versuchen das 
loch nicht der Fall war, begriindet sich nach allen Wahrscheinlichkeiten 
larin. daB die nebenstehende andere Globulinfraktion, hauptsiichlich 
lic Pseudoglobuline eine schutzkolloidihnliche Wirkung ausiiben. In 
lieser Beziehung ist also zwischen Albuminen und Globulinen kein 
Untersehied zu finden. Die zeigen auch unterhalb der isoelektrischen 
Reaktion keinen nennenswerten Unterschied. Bei beiden Fraktionen 
war der gemeinsame Typ namlich der, daB die Lésungen zwischen 
yy 4.7 und 3,8 50°, von ihrem urspriinglichen Eiweibgehalt verlieren 
ind im Laufe der starkeren Ansiuerung die Ausflockung stufenweise 
geschieht; schlieBlich, abgesehen von den mit der konzentrierteren 
\lbuminlésung erreichten Resultaten (Tabelle I) bei der die voll 
kommene EiweiBausscheidung nur bei py 2.98 eingetreten ist —— scheiden 
sich die EiweiBkérper in der Nihe von py 3,5 quantitativ aus. 

Die unterhalb des isoelektrischen Punktes auftretende Ausflockung 
aft sich theoretisch durch zwei Umstinde erklaren. Der eine ist das 
allgemeine Wasserentziehungsvermégen der Salze, der andere die in 
der Lonisation infolge der py-Veranderungen eintretende Verschiebung 

Seit den Untersuchungen von J. Loeb und anderen ist es bekannt 
geworden, dab die Affinitat der Eiweibkérper zum Wasser ihr Minimum 
eben an dem isoelektrischen Punkte erreicht bzw. die Salze kénnen 
ihr Dehydratationsvermégen an dieser Stelle am starksten ausiiben, 
und je weiter man von diesem Punkte sich entfernt, um so weniger 
kommt diese Wirkung zur Geltung, weil das Wasser von den Eiweib- 
korpern immer fester und fester gebunden wird. Infelge der Dehydra 
tation scheidet also EiweiB nur in der Nahe vom isoelektrischen Punkte 
aus. Da in unseren vorliegenden Versuchen an diesem Punkte auch 
kein Euglobulin ausgeschieden war, kénnen wir bei der Erklirung 
dieser Erscheinung der Dehydratation keine Rolle geben. 

Die unterhalb des isoelektrischen Punktes durch Salze verursachte 
zunehmende EiweiBausflockung hingt also zweifellos mit der Llonisation 
zusammen. Um einen klaren Uberblick zwischen py und Flockungs- 
kraft des NaCl gewinnen zu kénnen, wurden die Wasserstoffexperimente 
und die zugehérigen negativen Flockungszahlen in der nachfolgenden 
Tabelle V zusammengestellt. 


Der Parallelismus zwischen den py und den — FZ. ist so auffallend, 
daB es ein naheliegendes Bestreben war, zwischen ihnen einen mathe- 
matischen Zusammenhang zu suchen. Da aber einen vollkommen 
hefriedigenden Zusammenhang zu finden, blieb ohne Erfolg, und eine 


1 W. Pauli, Kolloidzeitschr. 40, 185, 1926. 
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Tabelle V. 


Die Wasserstoffexponenten und die zugehérigen 





Voliserum * . : 
Albumin Albumin Globulin 
a  e Tabelle | Tabelle II Tabelle Ill 


Pu FZ. Pu FZ Pu —FZ Pu FZ 


3.61 
3.46 
3,28 
3.07 
2.54 


* Tabelle V aus dem ersten Teil dieser Arbeit. 


Gleichung mit mehreren Konstanten einzufithren, hitte gar kein 
Vorteil gehabt, so wurde der Plan der mathematischen Lésung falle: 
Man kénnte nur feststellen, dai bei den reinen Albumi 
und reinen Globulinlésungen zwischen den py und den FZ. eine 
naherungsweise brauchbare logarithmische Funktion besteht. 


gelassen 


Uber den Zusammenhang zwischen der Ionisation und Aussalzba 
keit, besonders was die Rolle der Eiweib-Saurerestverbindungen 
unserem Falle Albumin- bzw. Globulinchloride) anbelangt, ware ci: 
MeinungséuBerung uns rein auf die vorliegenden Untersuchung: 
stiitzend — noch zu friihzeitig. Um so mehr balten wir diesen Stand 
punkt fiir richtig, da Versuche einerseits mit reinen Albumin-Globuli: 
gemischen, andererseits mit Nichtelektrolyten fortgesetzt sind, und » 
lange bis man die Ergebnisse dieser Untersuchungen nicht kennt 
wire es unrichtig, tiber die Rolle der Elektrolyten und der Lonisativ 


eine Auffassung auszubilden. 
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Zusammenfassung. 

Vir haben die Flockungskraft der gesittigten NaCl-Lésung an 
ektrodialysierten Serumalbuminen und Serumglobulinen bei variierten 
, untersucht. Als Ergebnis unserer Versuche fanden wir 

. |. Abweichend von den mit Volisera erreichten Resultaten, scheiden 

liese obengenaanten EjiweiBkérper nur unterhalb des isoelektrischen 
Punktes aus. 
Das mit Pseudoglobulin gemischte Euglobulin verhilt sich am 
selektrischen Punkte stabil. 
3. Es besteht ein ziemlich starker Parallelismus zwischen der Cy 
ind der Flockungskraft des NaCl. 
1. Diese Erscheinungen stehen mit der Dehydratation nicht in 
Verbindung. 


Ausgefiihrt mit der Unterstiitzung des ,,Ungarischen Naturwissen- 
schaftlichen Landesforschungsfonds™. 


Biochemische Zeitschrift Band 209. 

















Fragen der pathologischen Fettbildung'. 


I. Mitteilung: 
Entsteht Fett aus Eiweif? 


Von 


fieorg Rosenfeld (Breslau). 


(Eingegangen am 6. April 1929.) 


Die Entstehung von Fett aus EiweiB ist ein Problem, das yoy 
der Pathologie und der Physiologie jahrzehntelang im _ bejahendey 
Sinne beantwortet worden ist, aber die simtlichen Argumente der 
Physiologie: die Voitschen Stoffwechseluntersuchungen, die Leichen. 
wachsbildung, die Fettbildung beim Reifen des Kases, beim Reife; 
der Maden, beim Reifen des Frosches und des Hiihnchens, bei de: 
Bildung des Milchfettes und bei der Bildung des Hauttalges sind nac/ 
allen Richtungen widerlegt worden. Die Fettanhiufungen auf patho. 
logischem Gebiet, die Fettleber, Herzverfettung und dergleichen 
sind alle ihrer Beweiskratt entkleidet worden?. An die Stelle der Fett 
anhaufung durch Abspaltung des Fettes aus EiweiB habe ich die Lehr 
der Fettwanderung gesetzt, welche besagt, daB auf einen der ver 
fettenden Reize hir, seien es z. B. Phosphor, Chloroform, Alkoho! 
Phlorrhizin, Oleum, pulegii, Pankreasexstirpation, Kaliumbichromat 
oder andere, das Fett aus dem Unterhautbindegewebe und anderen 
Fettdepots in die Leber wandere. Hierfiir habe ich zwei Experimenta 
crucis angefiihrt. Das erste ist der Versuch am Hammelfetthund 
Wenn man nimlich eine Fettleber, sagen wir durch Phlorrhizin an 
normalen Hungerhund erzeugt, so wird diese Leberfettanhaufung i: 
jedem Falle — sei sie durch Fettwanderung, sei sie durch Abspalte: 
von Fett aus EiweiB entstanden — in der Leber richtiges Hundefett 
auftreten lassen und somit nicht durch die qualitative Untersuchung 
unterscheidbar sein. Wenn man aber einen Hund hat, dessen Depots 
mit Hammeltalg erfiillt sind, so wiirde im Falle der Fettwanderung 
Hammeltalg in die Leber wandern, wahrend Fett, das durch Abspaltung 


! Angefertigt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutsc! 
Wissenschaft. 


2 


2 Vgl. dazu meine Artikel iiber Fettbildung in den Ergebn. d. Phys 
1901 und 1902. 
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aus dem LebereiweiB stammte, Hundefett sein wiirde. Man muBte also 
erst Hunde durch langen Hunger fettfrei machen, sie dann mit Hammel- 
talg fiittern, so daB sie in allen Depots reichlich Hammeltalg ansetzten. 
als dabei sich auch die Leber mit etwas Hammeltalg fiillte, war nicht 
von Belang, da die Methodik der Verfettungen so ausgefiihrt wurde, 
da8 die Hunde zunichst eine Woche hungern muBten, wobei sie das 
Fett der Leber fast ganzlich verloren, bis auf die in jedem Hungerhund 
vorhandenen etwa 10°,, Hundefett. 

Hier! sei ein besonders charakteristisches Paar aus dem Jahre 1897 
erwahnt. Bei dem Kontrollhund enthielt die Leber 7.9°,, Fett mit 
der Fettsaurenjodzahl 100,99; der Phosphorhund hatte dagegen eine 
Leber mit 41,44°,, Fett, dessen Fettsiuren die Jodzahl 57,4 zeigten. 
Hier war also eine Einwanderung von Hammelfett etwa so, wie es unter 
der Haut sich befand, erfolgt. Wenn man mit dieser Methodik’ auch 
die Frage der Fetteinwanderung aufs deutlichste beweisen konnte, 
« blieb noch immer die Frage, ob nicht neben der Fetteinwanderung 
auch eine fettige Degeneration stattfinde, eine Annahme, die voraus- 
setzte, daB die dabei entstandenen 5 oder 10°,, Hundefett durch die 
Uberlagerung von 20 oder 30°, Hammelfett verdeckt wiirde. Auch 
war das Arbeiten mit Vergleichshunden dadurch schwierig, dab man 
ja nicht immer ganz sicher war, daB die der Vergiftung vorangehende 
achttagige Hungerperiode die Leber wirklich ganz vom Hammelfett 
befreit hatte. Darum verfuhr ich so, daB ich dem Hammelfetthund 
nach Beendigung der Hungervorperiode ein Stiick Leber galvano- 
kaustisch entfernte, das dann den chemischen Status der Leber aufs 
genaueste offenbarte. Nun wurde die Vergiftung ausgefiihrt, die ver- 
fettete Leber von neuem analysiert, ebenso das Depotfett, und nunmehr 
war es eine einfache Regeldetriaufgabe, aus den Jodzahlen des Depot- 
fettes und des Leberteststiickes samt der Fettprozentzahl der ver- 
gifteten Leber zu berechnen, ob in die vergiftete Leber lediglich Hammel- 
talg eingewandert ware. 

Die beifolgende Tabelle zeigt in den drei aufgefiihrten Versuchen?: 


Leber. 





Exstirpiertes Stiick Ubrige Leber ---y 
et 


Fett. le Jodzahl Fett %/,  Jodzabl gefunden Jodzahl berechnet Jodzahl 


A. Phlorrhizin 16,7 106.5 30,0 78,8 81.4 49—52 
B. OL. Pulegii 14,03 71.3 198 61,2 66,2 53,8 
C. OL. Pulegii 22.5 67.8 33.33 60,8 62,2 50.4 


Wir sehen also, daB die berechnete und die gefundene Jodzahl mit 
eben der Sicherheit stimmen, die bei Fettanalysen tiberhaupt méglich 


1 Rosenfeld, Ergebn. d. Physiol. 1902, Fettbildung, Ll. Teil, 8. 67. 
2 Rosenfeld, Verh. d. Deutsch. pathol. Ges. 1903, 8. 73. Gustav Fischer. 


21° 














314 G. Rosenfeld: 


ist, so dab eine Mitbeteiligung von Degenerationsfett ausgesc)| sso, 
werden kann. 

Ein zweites Experimentum crucis wurde an fettarmsten ‘ler, 
ausgefiihrt. Die Beobachtung hatte schon mehrfach ergeben, dai} }y; 
Tieren, die sich bei der Sektion als ganz fettfrei erwiesen hatten. keine 
der verfettenden Mittel, weder der Phosphor noch Pblorrhizin, Leber. 
verfettungen erzielte. Hierin lag ein vorziiglicher Beweis dafiir. dag 
es bei den Fettlebern durch die erwahnten Gifte sich nur um Fer 
wanderung und nicht um Fettentstehung aus EiweiB handeln konnt, 
In diesen Fallen namlich trat ja keine Fettleber auf, weil kein Fett dy 
war, welches wandern konnte. Wiirden die Gifte aber so gewirkt haben 
daB sie aus EiweiB Fett abspalteten, so hatten sie auch an den fet; 
armsten Tieren Eiwei8 genug zur Verfiigung gehabt, um fast. beliebiy 
Fett aus ihnen zu produzieren. 

Wahrend bei den Phlorrhizin- und Phosphorhunden die Analys 
des in den groBen Kérpern vorhandenen Fettes Schwierigkeiten machte! 
vereinfachte sich die Aufgabe, wenn man statt der Hunde fettirmst 
Hiihner benutzte. 

Ich habe schon 1903 solche Versuche an fettirmsten Hiihnery 
mitgeteilt. Drei Kontrollhiihner wurden mit drei Phosphorhiihnery 
verglichen?, und es ergab sich, daB in den Kérpern und in den Lebery 
der phosphorvergifteten Hiihner kein Unterschied gegen die Kontrol! 
hiihner sich fand. Diese Versuche sind von Fibiger nachgepriift und 

' Ein Verfahren, die Fettarmut auch eines Hundes einfach festzustellen 
ist die Untersuchung einer vorderen Muskelgruppe des Oberschenkel: 
wenn diese fettfrei und fascienfrei praipariert nur 7 bis 11°, Fett enthalt, 
so ist das Tier zu den wegen Fettarmut nicht verfettenden zu _ rechner 

2 Hungerhuhn 11: 10,1 °, Fett in der trockenen Leber 

‘ i) >. (= 7 » » absolut 0,451 ¢ 
*» Qe m wi. +s * » 9 o” O157¢ 
Dabei enthielt der Kérper der Hiihner 
eee. «ss. ss TR chee 
no Oe ss we ee 


Die mit Phosphor vergifteten Hungerhiihner hatten an Fett 





In der trockenen Leber Im ganzen Kérper 
— eae abeolut 
Huhn, echwarg ........ 6,8 0,196 ¢ 4.494 » 
, Qews 3s ae wre 12,0 0,346 ¢ 3,52 g 
. ae ee ee ee 10,1 0,654 g¢ 4,52 ¢g 


Es ist also bei diesen fettaérmsten Phosphorhiihnern in der Leber weder 
prozentual noch absolut mehr Fett als in der Leber der Hungerhiihner 
auch im Kérper findet sich nicht mehr Fett als in den Leibern der Hunye! 
tiere. 
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hestatigt worden. Ich habe sie immer fiir den biindigsten Beweis dafiir 
angesehen, daB eine Entstehung von Fett aus Eiweif unméglich sei, 
ynd doch habe ich mir in der letzten Zeit selbst einen Einwand dagegen 
gmacht: es ware doch immerhin méglich sich vorzustellen, daB, 
wenn bei diesen fettirmsten Tieren durch die Vergiftung aus Eiweib 
Fett in der Leber entstiinde, es doch nicht zur Deposition des Fettes 
in der Leber kommen miiBte, weil das degenerativ entstandene Fett 
fir den Stoffwechsel dieser fettarmen Tiere verarbeitet werden miibte 
Zwar wiirde dieses Fett bei der Abwesenheit von Kohlehydraten nach 
meiner Theorie von der Entstehung der Fettwanderung Schwierig- 
keiten in der Verbrennung gehabt haben, aber es war doch geboten, 
bei der Wichtigkeit dieser Experimente an fettirmsten Tieren auch 
den obigen Einwand zu widerlegen. 

Der Versuch mubte so gestaltet werden, daB das vergiftete Tier 
Kohlehydrat in soleher Menge bekam, daB es mindestens einen 
erheblichen Teil des Stoffwechsels deckte; entstand nun Fett aus 
Kiwei8 bei der Vergiftung, so wurde dieses Fett ja fiir den Stoff- 
wechsel nicht so dringend gebraucht und konnte liegenbleiben. 

Fiir diesen Zweck konnte nur die Vergiftung mit Phosphor in 
Frage kommen, denn bei den iibrigen Vergiftungen fihrte die gleich- 
zitige Zufiitterung von Zucker, wie ich in vielen Versuchen bewiesen 
habe, zur Verhiitung der Verfettung, denn wenn man einem Hunde 
nach fiinftagigem Hunger Phlorrhizin oder Alkohol und anderes  zu- 
sammen mit 8 g Zucker pro Kérperkilogramm gab, so kam es nicht zu 
Fettlebern. Anders bei der Phosphorvergiftung. Die Phosphorvergiftung 
erzeugte Fettleber auch bei gleichzeitiger Verfiitterung von Kohle- 
hydraten?. 

Zunachst wiederholte ich die friiheren Versuche. 

Zwei Kontrollhahne wurden nach zwdlftagigem Hunger getétet. 
Hahn a: Anfangsgewicht 1.2 kg am 10. Januar 1929, getétet am 21. Januar 

360 g in Federn. 
8: Anfangsgewicht 1,3 kg am 10. Januar 1929, getétet am 22. Januar 
4l6¢ in Federn. 
Leber a 6.78%, Fett (4 Stunden Ather), im Kérper 10,02 °,; 
6,456 g Fett absolut (Methode Rosenfeld). 
‘a B 9,078°, Fett (4 Stunden Ather), im Koérper 9,1 °,, 
7.28 ¢ Fett absolut (Methode Rosenfeld). 


! Die Phosphorvergiftung liBt namlich die Entstehung von Glykogen 
durchaus nicht zu. Wenn Newbaur angibt, dab er bei Kaninchen nach 
Phosphorvergiftung durch Zucker Glykogen erzeugt hatte, so trifft das 
deswegen nicht zu, weil bei seinen Tieren die Vergiftung viel zu kurz ge- 
wesen ist, als daB etwa eine wirkliche Phosphorvergiftung bestanden hatte. 
Wenn Neubaur Kontrolltiere mit alleiniger Phosphorvergiftung benutzt 
hitte, so wiirde er das sofort gesehen haben. 
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Jetzt erhielten drei andere Tiere im Hunger Phosphor. 

Hahn y: Antangsgewicht 1,61 kg am 12. Januar 1929, getétet am 26 
720 g, in Federn, 

6: Anfangsgewicht 1,56 kg am 12. Januar 1929, getétet am 27 
741 g, in Federn, 

»  €: Anfangsgewicht 1,15 kg am 12. Januar 1929, getétet am 2 
4ll g, in Federn. 

Leber y 6,7% Fett 


‘ 


im Korper 8,44°,, abs. 14,35 ¢ Fett | Met 
S42%. » 146 @ 
ae . fee . J 


o 


5 7.90 4 Std. 
ri 


‘= 0 ” at ee 
2 9.6° | Ather 
we 9,6°% 


Hier sind in den Lebern genau die gleichen Fettprozente by 
Phosphortieren wie bei den Hungertieren und das sogar, obwoh 
Tiere y und 6 nicht unwesentlich schwerer waren als a und § und 
entsprechend zwar nicht prozentual wohl aber absolut mehr Fett en: 
hielten immerhin nicht so viel Fett, daB es zur Wanderung gereicht hat: 

Letzteres ist aber der Fall bei den Hahnen der folgenden Reily 
welche mit Kérnern stark gefiittert worden sind. Erst als sie nicht 
mehr spontan Nahrung zu sich nahmen, wurden sie mit 20 g Zucker 
taglich per Sonde gefiittert. 


Phosphor und Kérnerfutter. 


Hahn ¢ wiegt am 12. Januar 1929 2,3 kg, getétet am 27. Januar 1304, 
“— io o a = 1929 2,2 kg, = “ 1083 ¢ 
ee ee San i 1929 1,88 kg, ~~ .- =a S47 

Leber 5 19,1°, Fett, im Kérper 18 °% 54. g Fett 
s 64% «. ne 8.7% = 28 gg ws 
mes « « » —«:18,7% 29,92 ,. 


Diese Tiere zeigen, daB Fiitterung die Fettleber nach Phosphor 
nicht verhiitet. Die Tiere sind aber, weil viel zu groBb, mit Grupy 
bis e nicht vergleichbar. Auch enthielt ihr Futter schon Fett. 

Darum muBte eine neue Gruppe von méglichst gleicher Ko 
stitution wie y bis e zum Vergleich herangezogen werden. 


Hahn «¢ wiegt am 2. Februar 1,18 kg, erhalt taglich 20 g Glucose per Son: 
neben Phosphor, getétet 8. Februar 522 g. 
Hahn x wiegt am 2. Februar 1,26 kg, 26 g Glucose, getétet 9. Februar 391 ¢ 


Hahn 4 wiegt am 2. Februar 1,27 kg, 20 g Glucose, getétet 8. Februar 411 x 


Leber « 10,35°, Fett, im Koérper 6 °, = 9,6¢g Fett 
— i a a a “6 16 %=123 g ,, 
- 4 6eX% - - S3% = &3¢ ,, 


Hier haben wir wieder, wie bei den Hiihnern von 1903, weder 
der Leber noch am Korper eine Fettvermehrung bei den Phosphortieren 
obwohl sie mit 80 Cal pro Anfangskilogramm gefiittert wurden. 

Damit haben wir also die Aufgabe gelést, die wir uns gestellt hatt: 
denn hier war das Fett, wenn es sich aus Eiweib gebildet hatte, fiir de 
Stoffwechsel, der durch Zucker in der Menge von 80 Cal gréBtenteils 
gedeckt war, nicht mehr erforderlich. 


hs 
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Und doch erhob sich ein Bedenken selbst noch gegen diesen Versuch. 
Venn hier die 20g Glucose den Stoffwechsel der Hihne wesentlich 
}estritten hatten, so muBte die Kérpergewichtsabnahme der Gruppe ¢, x, 4 
<el geringer sein als der Gewichtsverlust bei den Paralleltieren y.d.€ 
welche im Hunger mit P vergiftet wurden. Wie nun die anschlieBende 
fabelle zeigt, war das keineswegs der Fall. 





Hahn Antangsgewicht Endgewicht Abnahme 

ke £ "lo 
a 1.2 360 70 
8 1,3 416 68 
1,61 720 56 
é 1.56 741 54 
é 1,15 411 65 
4 2.3 1304 44 
” 2,2 1274 42 
- 1.85 847 55 
‘ 1,18 522 56 
x 1,26 391 69 
A 1,27 4il 68 


Wir sehen die Abnahme bei y. 6 ¢ 54, 56 und 65°, bei 4, x, 4 56, 
i8 und 69°... d. h. es ist durch die 20 g Glucose nicht zu einer Verminde- 
rung des Stoffwechselverbrauchs gekommen. 

Diese Forderung mubte aber erfillt werden, und so mubte eine 
weitere Gruppe so stark gefiittert werden, daB ihre Abnahme wesentlich 
geringer war als die der Hungertiere. Im ganzen wurden fiinf Hahne 
ingesetzt, bei denen erst durch eine Fastenzeit dafiir gesorgt wurde, 
lab in der Tat fettarmste Tiere zur Verwendung kamen. Dann wurden 
sie mit 50g pro Kilogramm, also 200Cal pro Anfangskilogramm, 
gefiittert und dazu noch mit 2 g Casein. 

Hahn « war die Kontrolle, er wog am 16. Februar 1,04 kg, am 
19. Februar 892 g, am 23. Februar 620 g¢ und getétet am 26. Februar 388 g. 
Hahn v»: 16. Februar 1,32 kg, 19. Februar 1,10 kg, 23. Februar 820g, 

von da ab Phosphor, getétet 8. Marz 472 g, 
o 16. Februar 1.14 kg, 19. Februar 1,02kg, 23. Februar 810g, 
von da ab Phosphor, getétet 8. Marz 488 g, 
» 2 16. Februar 1,31 kg, 19. Februar 1,17 kg, 23. Februar 790g, 
von da ab Phosphor, getétet 13. Marz 476 g, 
» @ 16. Februar 1,26kg, 19. Februar 962g, 23. Februar 670g, von 
da ab Phosphor, getétet 13. Marz 573 g. 


Die Analyse ergab: 


Leber mw: 5,275°, Fett, im Kérper 8,7 % 7 g, Abnahme 38°, 
Af 9: 12.35 % ,, 11.4% 10 sg, os 43 % 
ae ae eS » «= «9, 79%, 8,5 g, te 40°, 
» %: 9,875%, 16.5% — 15 g, " 40°, 


e: 60 % » om | (78% = O3e, 8% 


v- . Oo 














318 G. Rosenfeld: Pathologische Fettbildung. I. 


Hier war nun endlich alles Verlangen befriedigt: die Tiere }: +}, 
keine Fettzunahme in der Leber gegen die Hungergruppe und ¢; 
Abnahme, die trotz der P-Intoxikation von bis 20 Tagen Daw 
deutend geringer war als die der Hungertiere, womit bewiesen wa; 
daB hier der Stoffwechsel zu sehr erheblichem Teile vom Tray!» 
zacker und Casein gedeckt war. Es war ja auch eine gewaltige Ka! 
zufuhr, die anfangs schon 200 Cal. pro Kilogramm iibertraf, dam 
bei den abgemagerten Tieren auf 400 pro Kilogramm anstieg. H) 


konnte sich nur noch die Frage erheben: Wenn auch die P-Vergiftury 


in ihrer Fettwanderungswirkung durch Zuckerzufiitterung sonst 
gestort wird, kénnte nicht doch diese enorme Nahrungszufuh: 
Fettleber verhindern / 

Zwar wird dieses Bedenken schon durch die Fettleber der Grup). 
£. 7. ® widerlegt, aber es war ja ein leichtes, z. B. noch am Hw 
diese Frage zu entscheiden 

So erhielt ein fetter Schaiferhund von 17.2 kg Gewicht tig 
1g Phosphorél und 800g Dextrose in mehreren Portionen. N 
8 Tagen war er tot. Die Leber enthielt 43.6°, Fett, d.h. auch dies 
Riesendosis von Dextrose verhinderte nicht die Phosphorfettle!» 


Damit ist, soweit ich sehe, dies Experimentum crucis am fettérmete: 
Tiere wohl tiber jeden Einwand gesichert und damit bewiesen 


es nach P keine Abspaltung von Fett aus EiweiB, sondern nur ¢ 
Fettwanderung gibt. 








ir d 





Der EinfluG der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Solanin-Himolyse. 


Von 
Robert Pischer. 
{us dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 7. April 1929.) 


Im Verlauf von Untersuchungen, die sich mit dem Einflub der 
Wasserstoffionenkonzentration auf die Hamelyse durch Saponine 
beschaftigten, wurde auch das Solanin in den Kreis der Beobachtungen 
einbezogen, da das Solanin bekanntlich trotz seiner abweichenden 
chemischen Zusammensetzung zahlreiche Eigenschaften mit den 
Saponinen gemeinsam hat. Uber die Himolysewirkung des Solanins 
finden sich in der Literatur mehrere Angaben. Insbesondere behandeln 
lie Arbeiten von Pohl (1), Bashford (2) und Hedon (3) den Einflub 
von Saiure- und Alkalizusatz auf die Solaninhimolyse und berichten 
iber eine Hemmung derselben durch Saure und eine starke Forderung 
lurch Alkali. Bashford erklart dieses Verhalten damit, dab nur freies 
Solanin, nicht aber seine Salze himolytisch wirksam seien; denn durch 
den Alkalizusatz werde eben das Solanin in Freiheit gesetzt. Pohl und 
Hedon legen mehr Gewicht auf die Wirkung des Alkalis, auf die Blut- 
korperchen und die dadurch gesetzte Resistenzverminderung gegenitiber 
der himolytischen Kraft des Solanins. Hansen (4) beobachtet dieselben 
Tatsachen, gibt aber keine Erklarungen dafiir an. 

Bei meinen eigenen Versuchen schien es mir wichtig, nicht nur die 
Wasserstoffionenkonzentration der verwendeten Solaninlésungen zu 
kennen, sondern auch die des Solanin-Blutkérperchengemisches. Ich 
bestimmte daher bei jedem Versuch die py in jener Eprouvette, in 
der gerade totale Hamolyse eingetreten war, und benutzte dazu das 
Folienkolorimeter von Wulff. Wegen der Schwerléslichkeit des Solanins 
in Wasser verwendete ich 1- bis 2°/g9ige methylalkoholische Stamm. 
lisungen, die dann mit wasseriger Fliissigkeit verdiinnt wurden. Es 
ergab sich vorerst die Notwendigkeit, bei verschiedener Wasserstoff- 
ionenkonzentration jeweils die héchsten, gerade noch Totalhimolyse 


bewirkenden Verdiinnungen des Solanins festzustellen, d. h. den hamo- 
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lytischen Index zu bestimmen. Zu diesem Zwecke wurde eine ») % 
Phosphat pufferlésung py = 9,8, die 0,9°,, Kochsalz enthalt, mit s. yj, 
methylalkoholischer Stammlésung versetzt, daB eine 0,002 
Solaninlésung resultierte. Die darin enthaltenen Spuren von Meth! 
alkohol spielen fiir den Vergleich der Himolysewirkung keine |}.)\j 
da sie eben bei ein und derselben Versuchsreihe in gleicher Meng 
vorhanden waren. Diese Lésung wurde, beginnend bei 1 cem, in a} 
steigender Menge in Eprouvetten gefiillt (etwa 1, 0,95, 0,9, 0,85 
sodann jede mit Phosphatpufferlésung pg = 9,8 auf leem erginy 
und schlieBlich jeder Eprouvette lecem einer 2,5°,igen Rinder}lur. 
aufschwemmung (ebenfalls in Phosphatpuffer py = 9,8) zugesetzt. [)jy 
Eprouvettenreihe enthielt also fallende Mengen von Solanin bei gleic! 
bleibender Blutkonzentration. In derselben Weise wurde mit py — 84 
und py = 7.4 eine 0,005°,,ige Lésung hergestellt. Im sauren Puffer 
Pu — 6,1 wird das Solanin in der Kalte in Lésung gebracht, dies 
genau auf pq = 6,1 eingestellt; durch das Auflésen des Solanins wird 
nimlich die Wasserstoffionenkonzentration etwas erhéht.  Voraus 
setzung ist, daB bei den Hiamolysereihen einer Versuchsserie dasselly 
Blut verwendet wird. Nach 10 Stunden wird das Versuchsergebnis 
abgelesen. Zur Auswertung wird die gerade noch Totalhimolyse zeigen 
Eprouvette verwendet und darin die Solaninkonzentration berechnet 
der Nenner des Bruches gilt als hamolytischer Index. Tabelle I gil: 
die erhaltenen Werte an: 


’ 


Tabelle I. 





PH | Hamolytischer Index Pu Hamolytischer Index 
9,8 100 000 7,4 40 000 
8.4 80 000 6,1 2 000 


Die Léslichkeit des freien Solanins in Wasser betriagt 1: 40000 
Da nun nach Tabelle I im alkalischen Bereich die Hamolyse noch in 
viel gréBeren Verdiinnungen auftrat, versuchte ich, Lésungen ohn 
Methylalkohol herzustellen. Das Solanin wurde in wenig saurem Puffer 
gelist und dann mit alkalischem Puffer versetzt, so daB eine Lésung 
von pa = 10,0 resultierte. In gleicher Weise wurde eine Lésung von 
Pu == 8,0 und pa = 7,1 hergestellt. Diese Liésungen wurden dam 
sofort in die Eprouvetten aufgeteilt, denn es fallt nach langerem Stehe: 
manchmal Solanin aus. Die Lésung in pg = 6,1 wurde wie ober 
hergestellt. Da ich bisher eine 2,5°,ige Blutaufschwemmung ver 
wendete und die Beobachtung gemacht hatte, daB die Schirfe er 
Ablesung zu wiinschen iibrig gelassen hatte, benutzte ich bei der folgende: 
Hamolysenreihe eine 1,5°,ige Blutaufschwemmung. Die Indizes gibt 
Tabelle IL an: 
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Tabelle II. 





Pa Hamolytischer Index Pu Hamolytischer Index 
10,0 200 000 7,1 40 000 
8,0 100 000 6,1 2 500 


labelle IIL gibt die zu anderer Zeit, ebenfalls mit Rinderblut 
erhaltenen Werte wieder. Die Solaninlésungen wurden in derselben 
Weise wie oben bereitet. 
Tabelle ITI. 





Pu Hamolytischer Index Pu Hamolytischer Index 
10,0 266 000 74 44 000 
8.4 166 000 6,1 2 700 


Die bei den drei Versuchsreihen bemerkbaren Unterschiede sind 
zum Teil auf den bei Versuch 1 verwendeten Methylalkohol zuriick- 
gfiihren; dieser wirkt zwar nicht an sich auf die Hamolyse, sondern 
er Andert vermutlich den Dispersititsgrad des in Lésung befindlichen 
Solanins. Einen gewissen EinfluB besitzt aber auch das Blut, das je 
nach Alter und Herkunft verschieden reagiert, welche Tatsache auch 
bei der Saponinhamolyse beobachtet wird. 


Aus allen drei Tabellen ist ein enormes Ansteigen des himolytischen 
Index im alkalischen Milieu zu erkennen, woselbst die Himolysewirkung 
fast 100mal so stark ist wie im sauren. Eine derartige starke Toxizitats- 
steigerung ist von den oben zitierten Autoren nicht beobachtet worden. 
Zur Erklarung kann man mehrere Griinde anfiihren. Am plausibelsten 
ist die Annahme, da8 nur das freie Solanin (als Base) auf die Blut- 
kérperchen wirkt, wie Bashford schon vermutet. In saurer Lésung 
miiBte dann die Dissoziation stark zuriickgedrangt sein und schlieBlich 
bei einer gewissen Wasserstoffionenkonzentration tiberhaupt keine 
freie Base mehr vorhanden sein, die hamolytisch wirken kénnte. Dab 
das wirklich zutrifft, werden die folgenden Ausfiihrungen beweisen. 
Es ist ferner bei Beobachtung der drei Tabellen auffallig, daB die starkste 
Erhéhung des himolytischen Index zwischen py = 6,1 und py = 7,4 
liegt. Zur Klarstellung dieser Verhaltnisse stellte ich in diesem pg- Bereich 
einige weitere Versuche an. Es wurde hierbei eine Lésung von Solanin 
hydrochloricum (Merck) in physiologischer Kochsalzlosung hergestellt 
und dann die Blutaufschwemmung mit Salzsaure derart angesauert, 
daB die gewiinschte Wasserstoffionenkonzentration erreicht wurde. 


Aus Tabelle IV ersieht man, daB in dem kleinen Intervall von 
Pu = 5.5 bis py = 6.6 der Index unvermitteit ansteigt und das iiber 
300 fache des Ausgangswertes erreicht. Die Ubereinstimmung des 
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Tabelle IV. 





Pu Hamolytischer Index PH Hamolytischer Index 
7.1 42 100 5.9 1000 

6.6 30 090 5.5 unter 100 

6.2 4000 


Wertes von py = 7,1 mit den Werten aus den vorhergehenden Tab); 
ist eine gute. Die Annahme, da® nur freies Solanin hamolytisc/ 
wirkt. kann daher wohl als bewiesen betrachtet werden, besoncders 
dann, wenn man nech folgende Tatsache ins Auge faBt. Nach A 
hoff (5) liegt der Umschlagspunkt des Solaninhydrochlorids bei ety 
pu = 6,0, d.h. es beginnt hier oberhalb dieser Grenze das Sola: 
sich als Base abzuscheiden; die konzentrierte Lésung von Solanir 
hydrochlorid, die ungefahr eine px 5.9 besitzt, ist also sehr em) 
findlich gegen Alkali, denn schon nach Zusatz geringster Mengen beginnt 
das Solanin auszufallen. Unter diesen Gesichtspankten ist es als 
erklarlich, warum beim Neutralisationspunkt des Solaninhydrochlorids 
also bei py = 5,9, sich der Index auf etwa 1000 belauft: das Salz is: 
eben schwach dissoziiert. Steigt aber die Wasserstoffionenkonzentrat io 
durch Saurezusatz, so wird dadurch die an sich geringe Dissoziatio 
vollig zuriickgedringt und die Haimolysewirkung verschwindet gan: 
wird aber hingegen die Wasserstoffionenkonzentration erniedrigt. s 
steigt der Index sprunghaft an, da eben das Solanin aus dem Salz 
auch in dem kleinen Intervall von pg == 5.9 bis py = 6,6 villig als 
Base in Freiheit gesetzt wird. 


Die Annahme, daB das undissoziierte salzsaure Solanin nicht me!) 
hamolytisch wirkt, laBt sich auch mit der von Hausmann (6) gefundene: 
Eigenschaft des Salzes, keine Verbindung mit Cholesterin zu geben 
in Einklang bringen. Freies Solanin hingegen gibt mit Cholesteri: 
eine feste Verbindung. Da man den Mechanismus der Saponinhimoly~ 
wenigstens teilweise auf eine Bindung des Erythrocytencholesterins 
mit dem Saponin zuriickfiihrt, die eine Zerstérung des Blutkérperchens 
bewirkt, ist also eine Analogie deutlich erkennbar: Das freie Solanin 
bindet Cholesterin und wirkt himolytisch, das Solaninsalz hingege: 
gibt kein Cholesterid und wirkt nicht hamolytisch. 


Die bisher gegebene Deutung reicht aus, den sehr raschen Anstieg 


der Hamolysewirkung des Solanins von py = 5,5 bis etwa py = 7.) 
zu erklaren, also bis zu dem Punkte, wo das Solanin vollstandig in 
Freiheit gesetzt ist. Der weitere Anstieg nach der alkalischen Seite, der 
zwar nicht mehr so rasch, aber immerhin noch sehr deutlich ist, ]ibt 
sich jedoch damit nicht erkliren. Vielleicht ist aber der weitere Ansticg 
der Hamolysewirkung des Solanins nach der alkalischen Seite 
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Parallele zu setzen mit dem Verhalten jener Saponine, die Kofler und 
ir (7) als Typus I bezeichnen, wo es sich wahrscheinlich um eine 
Verstarkung der Saponinhimolyse durch Laugenwirkung handelt 
irrhenius (8) und Walbum(9)|. Demnach ware die Zunahme der 
Himolysewirkung des Solanins bei der Verschiebung der Reaktion 
von der sauren zur alkalischen Seite auf zwei Faktoren zuriickzufiihren : 
beim ersten, sehr raschen Anstieg handelt es sich um einen EinfluB 
der Wasserstoffionenkonzentration auf das Solanin, das in Freiheit 
gesetzt wird; bei dem weiteren, weniger raschen Anstieg um eine gleich- 
zeitige Wirkung des Solanins und der OH-Ionen auf die roten Blut- 
korperchen, also auf den Hamolysevorgang selbst. 

In diesem Zusammenhang erscheint es notwendig, zu der von 
Hausmann und Wozaseck (10) gefundenen Entgiftung des Solanins 
durch Kohlensaure Stellung zu nehmen. Diese beiden Autoren konnten 
nachweisen, daB durch Einleiten von Kohlensiure in eine Suspension 
von Solanin in Wasser jenes in Lésung geht, daB aber durch geniigend 
langes Einleiten das Solanin seine Hamolysewirkung vollig verliert. 
Als Erklirung wird angegeben, daB die Kohlensaure als solche und 
nicht die durch das Einleiten von Kohlensaure bewirkte Siuerung die 
Himolysehinderung bewirkt. DaB diese Erklarung nicht richtig ist, 
konnte ich dadurch beweisen, daB ich in eine Solaninaufschwemmung 
in physiologischer Kochsalzlésung gewaschene Kohlensiure einleitete 
und diese dann mit einer ebenfalls mit Kohlensiure behandelten Blut- 
aufschwemmung versetzte. Nach dem ZusammengieBben wurde die 
Wasserstoffionenkonzentration gemessen. Es zeigte sich dabei, dai 
bei Ppa = 5,5 der Index ebenfalls unter 100 gefunden wurde. Dasselbe 
Ergebnis erhielt ich beim Einleiten von Kohlensaure in Lésungen von 
salzsaurem Solanin. Es wird also durch tiberschiissige Kohlensiure 
die in einer Léisung von Solanin hydrochloricum noch verhandene 
geringe Dissoziation zuriickgedringt. DaB das kohlensaure Salz des 
Solanins leicht spaltbar ist, nach Einleiten von Luft das Solanin ausfiillt 
und die Hamolyse wiederkehrt, ist kein Argument gegen die Ansicht, 
daB es sich in diesem Falle ebenso wie bei der Wirkung der Salzsiure 
um eine Saurewirkung bzw. Salzbildung handelt. 

DaB die Messung der Wasserstoffionenkonzentration bei den 
angefiihrten Versuchen von grober Wichtigkeit war, zeigen manche 
Versuche von Pohl und Bashford, die unrichtig gedeutet wurden. Pohl 
stellt z. B. Parallelversuche an, bei denen er gleiche Mengen Solanin 
und primares Natriumphosphat mischt und das eine Mal 0,1 ccm, das 
andere Mal 0.55 ccm Blut zusetzt. Er erhalt, was vorerst eigentiimlich 
erscheint, im ersten Versuch keine Himolyse, im zweiten, obwohl die 
liber fiinffache Menge Blut vorhanden ist, totale Hamolyse. Erklart 
wird dies mit der ungeniigenden Schutzkraft des sauren Phosphats 
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gegeniiber den Blutkérperchen bei der fiinffachen Menge Blut 
Wirklichkeit wird aber durch Zusatz der fiinffachen Menge B} 
Wasserstoffionenkonzentration der Gesamtflissigkeit etwas ernic|; 
und darauf beruht die starke Himolysewirkung, wie aus den 
gehenden Ausfiihrungen klar ersichtlich ist. Es geniigt eben ein 
geringe Erniedrigung der Wasserstoffionenkonzentration, um 
Index ansteigen zu lassen. Bashford beschreibt Versuche, bei welche: 
durch Zusatz steigender Mengen einer mit Salzsiure schwach « 
gesiuerten Solaninhydrochloridlésung zu jeweils gleichen Blutmengen 
die Himolysewirkung, die anfangs stark ist, rasch abnimmt, um ly 
einem Vielfachen einer noch blutkérperchenlésenden Dosis ganz 7 
verschwinden. Dies 14Bt sich so erklaren, daB durch Vermischen cine 
geringen Fliissigkeitsmenge, die zwar wenig Solanin aber auch weni 
Salzsiure enthalt, mit einer gleichbleibenden Blutmenge das dari 
enthaltene Alkali geniigte. um die Wasserstoffionenkonzentration aut 
einer fiir die Hamolyse giinstigen Hohe zu erhalten. In dieser Weis 
lassen sich viele Widerspriiche, die in den beiden Arbeiten aufscheine: 
zwanglos erkliren. 

Die Kenntnis des groBen Einflusses der Wasserstoffionenkonzentra 
tion auf die Solaninhimolyse ist auch von Bedeutung fiir die Unter 
suchung solaninhaltiger Pflanzen und Nahrungsmittel. Unter Beriick 
sichtigung dieses Einflusses ]4Bt sich Solanin z. B. in Kartoffeln mit 


Hilfe der Himolyse annaihernd quantitativ bestimmen. Ferner |att 
sich durch Vergleich der Hamolysewirkung in verschieden gepufferter 
Biutgelatine auch in mikroskopischen Schnitten feststellen, ob Solani: 
oder ein anderes Saponin vorliegt. Dariiber soll an anderer Stelle aus 
fiihrlich berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Hamolys 
durch Solanin ist sehr groB. Wahrend bei py = 5,5 nur eine  ver- 
schwindend kleine Haimolysewirkung feststellbar ist, wirkt das Solanin 
bei pa = 10,0 in einer Verdiinnung von | : 266000 hamolytisch. Es 
konnte wahrscheinlich gemacht werden, daB die Zunahme der Hamolys« 
wirkung des Solanins bei der Verschiebung der Reaktion von der sauren 
zur alkalischen Seite auf zwei Faktoren zuriickzufiihren ist: Bei dem 
ersten raschen Anstieg handelt es sich um einen EinfluB der Wasserstoff 
ionenkonzentration auf das Solanin selbst, das in Freiheit gesetzt wird 
bei dem weiteren, weniger raschen Anstieg um eine gleichzeitige Wirkung 
des Solanins und der OH-Ionen auf die roten Blutkérperchen. Die von 
Hausmann und Wozasek beschriebene Entgiftung des Solanins durc! 
Kohlensiure ist keine spezifische Wirkung der Kohlensaure, sondern 
eine Folge der sauren Reaktion. 
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Zusammenfassung 


4 


Einleitung. 
‘ 
J. A. Wilson® fand im Jahre 1922, daB Gelatine in Phosphat- 
puffergemischen ein doppeltes Quellminimum, das eine bei py = 4,7, 
7.8 aufweise; da jenes ein Ausdruck des isoelek- 


las andere bei py 
mubte dieses 


trischen Verhaltens der Gelatine bei py 4.7 ist, so 

so lautete die SchluBfolgerung ebenfalls der Ausdruck eines 
swelektrischen Zustandes sein. So stellte Wilson die Theorie auf, daB 
Gelatine und Kollagen zwei isoelektrische Punkte besitzen. Die Annahme 
des zweiten isoelektrischen Punktes kam Wilson bei der Ausarbeitung 
seiner Gerbtheorie sehr gelegen, nimlich um zu erklaren, daf beiderseits 
des ersten isoelektrischen Punktes eine Verbindung zwischen Haut- 
substanz und Gerbstoff stattfindet. 

An der experimentellen Tatsache des doppelten Quellminimums 
in Phosphatpufferlésungen kann nicht gezweifelt werden, doch steht 
die theoretische Deutung, die Wilson vorschlug, in vielfachem Wider- 
spruch mit anderen Befunden, so daB es an der Zeit erscheint, fiir 
lie merkwiirdigen Quellungserscheinungen der Gelatine in Phosphat- 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 2633, 1922. 
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gemischen eine einleuchtendere Erklirung zu finden. Mit 

Ziel wurde die vorliegende Arbeit begonnen. Die Aufgabe 

lisen war, bestand in einer Untersuchung der Quellungserschein 

der Gelatine in Puffergemischen und in den einzelnen Bestandt, 
der Puffer; das sind ganz allgemein Saéuren, Basen und Neutralsaly; 
Im Laufe der Untersuchung ergab sich die Notwendigkeit, weite U nweg 
einzuschlagen und den sehr vielen Theorien, die iiber die Quelliyy 
der EiweiBkérper in Elektiolytlésungen bestehen, Beachtuny 
schenken; so kam es, daB wahrend des gréBten Teiles der Arbeit das 
Ausgangsproblem voéllig im Hintergrund stand; gleichzeitig wurd 
eine Zusammenfassung des bisher erarbeiteten Materials angestre}) 
um bei der uniibersehbaren und weiter anwachsenden Literatur « 
sinnvolles Weiterarbeiten auf diesem schwierigen Gebiet zu erleichter 
Eine solche Arbeit ist undankbar, weil man bei sorgfialtiger Literatw 
durchsicht findet, daB die eigenen Ergebnisse bereits mehr oder weniger; 
deutlich von anderen Autoren ausgesprochen sind; doch zeigt de 
Stand der neu erscheinenden Arbeiten, dab diese Ergebnisse infoly 
der Uniibersehbarkeit der Literatur oft nicht bekannt sind. Es wurd 
im Hinblick auf dieses Ziel weniger eine Vollstindigkeit im Zitiere 
der vorhandenen Arbeiten (bei vielen ist im Gegenteil ein Zitat unter 
lassen worden, um sie nicht aus dem wohlverdienten Vergessen 2: 
reifen), als vielmehr eine Vollstandigkeit der wesentlichen Erscheinunger 
und der zur Erklarung sich darbietenden Gesichtspunkte angestre}) 
Diese Arbeit bezieht sich nur auf Untersuchungen an Gelatine. 
ist beabsichtigt, in einer spiiteren Arbeit zu zeigen, wieweit die hier 
gefundenen GesetzmaBigkeiten auch fiir strukturiertes Kollagen 2 
treffen. 


1. Die Quellung der Gelatine in Sauren. 
A. Vorversuche an Gelatine und Salzsiure. 
1. Die Beziehung zwischen Quellung und Sdureaujnahme. 

Die Saurequellung der Gelatine und anderer Eiweibkérper wir! 
gewohnlich als Funktion der angewandten Saurekonzentration dar 
gestellt ; die graphische Darstellung dieser Funktion ergibt eine paralbe! 
aihnliche Kurve mit einem gut ausgepragten Umkehrpunkt = von 
ansteigenden zum absteigenden Aste. Als ansteigend mége derjeniy 
Kurvenast bezeichnet werden, welcher den schwacheren Saurekonzen 


trationen zugehért, als absteigend der andere Ast. Am einfachsten 


orientiert man sich tiber den Sinn dieses Kurvenbildes, wenn ma: 
gleichzeitig die Saiureaufnahme seitens des quellenden Eiweibkérpers 
miBt und in dasselbe Koordinatennetz eintriagt. Hierbei behalten 
die Abszissenzahlen dieselbe Bedeutung, nimlich angewandte Siure- 
konzentration, wahrend auf der Ordinate jetzt die aufgenommenen 
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— Siuremengen angegeben sind. Die Saureaufnahmekurve — gleicht 
anfanglich der bekannten Adsorptionsisotherme ; von einem bestimmten 

ge punkte an steigt jedoch die Kurve nicht weiter, sondern behilt ihre 
erreichte maximale Héhe bei. Es besteht nun eine wichtige Beziehung 

—_ »wischen der Quellkurve und der Saéureaufnahmekurve: das Maximum 
—" der Siureaufnahme wird bei derjenigen Konzentration erreicht, bei 
‘Uung @ welcher das Maximum der Quellung hervorgerufen wird. Fir Salzsiure 
5 2 wigen diesen Zusammenhang die Kurven der Abb. 1, die nach den 














' das Werten der Tabelle I gezeichnet worden sind. 
wu ; : ; , . 

’ Die Gelatinequellung wurde bis auf einige besonders angegebene Fille 
itrebt nach der bekannten M.H. Fischerschen Methode gemessen, die schon in 
ir ¢ der friiheren Arbeit des Verfassers (Kolloidzeitschr. 40, 264, 1926) be- 
hter) schrieben wurde. 
rat Uber die Eigenschaften des hierbei verwendeten Gelatinepulvers siehe 
8.336 unten. 
mgt Die pa-Messungen wurden mit der Wasserstoffelektrode ausgefiihrt. 
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Abb. . 
Quellung und Séureaufnahme von Gelatine in Salzsaure. 
Mengenverhaltnis: 0,2 g Pulvergelatine : 20 ccm Saurelosung. 
Tabelle I. ; 
Sdureaufnahme und Quellung von Pulvergelatine in Salzsiure. Mengen- 
wird verhaltnis: 0,2 g Gelatine: 20 ccm Sdéure. 
dar 
he] Normalitat Quellhéhe Anfangs-Dy End-py Aufgenommen g H 
ron 0,001 25 2,91 4,63 2,4.10-° 
nies 0,002 30 2,70 4,34 4,0.10°° 
“eo 0,007 61 2.15 2.86 11,4.10°' 
cen 0,01 77* 2,09 2.54 13,7 .10~° 
te} 0,02 70 1,69 1,88 14,5. 107° 
0,04 58 1.42 1,49 (11,3. 107) 
aii 0,95 53 1,31 1,37 (12,6. 10-5) 
ers 0,08 46 1,12 1,15 (10,1 . 197) 
ae 0,1 43 1,01 1,04 (12,0. 107°) 
“ * Das Zeichen * in der Tabelle soll die maximale Quellung hervorheben. Die ein: 
. geklammerten Werte der letzten Spalte sind bei einer Fehlerméglichkeit > 20°/) gewonnen, 
en vgl. S. 372. Uber die Berechnung der Werte der letzten Spalte aus Antangse und End-p,,-Werten 
vgl. S. 371. 
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Das bisher Gesagte bezog sich immer nur auf ein bestimytes 
konstant gehaltenes Mengenverhdltnis von Gelatine und Quellfliissickeit 
oder anders ausgedriickt, fiir eine bestimmte (Celatinekonzent ration 
(im Falle von Gelatinesolen, wo man an Stelle der Quellung dic Vie. 
kositat bestimmt, wird man besser von der Konzentration sprechen 
Dab diese Beziehung zwischen Saureaufnahme und Quellwirkung 
nicht zufallig ist, zeigt ihr Auftreten auch bei Wahl eines anderep 
Mengenverhialtnisses (Tabelle II und Abb.2). Es ist schon friiher 
ausgefiihrt worden, daB bei einem anderen Mengenverhiltnis das 
Quellungsmaximum bei einer anderen Konzentration erreicht wird! 
Aus Abb. 2 ersieht man nun, daB auch der Punkt, an welchem die 
Saureaufnahme durch das Protein ihr Maximum erreicht hat, im gleichey 
Richtungssinn und um das gleiche Intervall verschoben worden ist 
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Quellung und Saureaufnmahme von Gelatine in Salzsiure. 
Mengenverhbiltnis: 0,2 g Pulvergelatine : 50 ccm Saurelésung. 


Tabelle Il. 


Saureaufnahme und Quellung von Gelatine in Salzsiure. Mengenverhaltnis 
0,2 g Gelatine : 50 cem Séure. 





Normalitat Quellhéhe Antangs-Py End-py Aufgenommen ¢ HH 
0,001 35 2,90 4,32 4,7.10°° 
0,0012 53 2,91 4,93 5,6 .10-§ 
0,002 89 2,65 3,32 8.8.10 
0,004 116 2,36 2,78 13,5. 10 
0,005 119 2,29 2,61 13,4.10 
0,006 119* 2,21 2,48 14,2.10-° 
0,008 115 2,09 2,25 12,5.10-° 
0,01 110 2,00 2,12 11,3. 19-5 
0,02 89 1,69 1,75 (13,2. 10~°) 


' A. Kiintzel, Kolloid-Zeitschr. 40, 264, 1926. 
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Da auch andere Sauren — wie spater noch ausgefiihrt wird — 
jeselbe Beziehung zwischen Saureaufnahme und Quellung zeigen, 
» kann man das Quellverhalten der Gelatine in verdiinnten Sauren 
ganz allgemein folgendermaBen beschreiben: 

Setzt man zu dem System Gelatine — Wasser wachsende Saure- 
mengen hinzu, so werden mit zunehmender Saurekonzentration zu- 
yehmende Siuremengen von der Gelatine gebunden, bis eine Sattigungs- 
genze erreicht ist. Unter dem EinfluB der gebundenen Saure findet 
ene bis zu dem Sattigungspunkt zunehmende Quellung der Gelatine 
satt. Setzt man nun weiterhin Saiure zu, so wird diese lediglich die 
konzentration in der ,.auBeren’ (d.h. auBerhalb des Quellkérpers 
efindlichen) Quellfliissigkeit erhéhen, denn an der Gelatine findet 
sie ja keinen Platz mehr; sie wird dabei ihr Recht auf Lésungswasser 
m System geltend machen und eine Wasserentziehung am Quell- 
kirper, also eine Entquellung bewirken. Oder sie wird nach anderer 
Anschauung eine Entquellung durch Entladung, d.h. Fallung, herbei- 
fihren. In diesem Sinne deutet man ja auch gern die Entquellung von 
gequollener Siuregelatine durch Neutralsalze und tiberhaupt das Aus- 
salzen von EiweiBsolen. In der Tat lassen sich alle Uberlegungen, die 
bei der Ausflockung von Solen durch Elektrolyte angestellt werden, 
ecbensogut auf diese Art der Entquellung anwenden. 

Wir miissen also den aufsteigenden Ast der Quellkurve von dem 
absteigenden streng unterscheiden. In dem Konzentrationsbereich, 
der durch den aufsteigenden Ast charakterisiert wird, haben wir vier 
Komponenten, die miteinander in Gleichgewicht sind: Wasser, Siure, 
Gelatine und Gelatine-Saureverbindung. Im Gebiet des absteigenden 
Astes haben wir nur drei Komponenten miteinander im Gleichgewicht, 
nimlich Wasser, Siure und Gelatine-Siureverbindung. Das Quell- 
maximum erscheint als derjenige Punkt, bei welchem gerade alle 
Gelatine in die Saureverbindung umgewandelt ist, wobei aber das 
Gesamtsystem so siiurearm ist, wie es unter diesen Umstiinden tiberhaupt 
vin kann. Der absteigende Ast ist daher auch theoretisch einfacher 
zu deuten: er erscheint geometrisch in der einfachsten Gestalt, naimlich 
in der einer Geraden', wihrend der aufsteigende Ast, ebenso wie der 
entsprechende Teil der Saureaufnahmekurve den komplizierten Verlauf 

einer Adsorptionsisotherme besitzt und erst nach Umrechnung auf 
ein logarithmisches Koordinatensystem einer Geraden mehr oder 
weniger nahekommt. Es zeigt sich also die nahe Beziehung zwischen 
Siureaufnahme und Quellung auch in der Ahnlichkeit beider Kurven 
mit der Adsorptionsisotherme, eine Ahnlichkeit, welche allerdings 
nur fiir den Anfangsteil des aufsteigenden Astes gilt. Man sieht es 


1 Besonders deutlich tritt diese Erscheinung bei groBem UberschuB 
an Quellfliissigkeit zutage, vgl. Kiintzel, |. c. S. 270, Abb. 3. 
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auBerlich einer gequollenen Sauregelatine nicht an, ob sie ein Stadium der 
Quellung darstellt, welches dem aufsteigenden oder dem absteige dey 
Aste zugehért. Man kann aber nach Zusatz von weiterer Siure sofor 
die Antwort geben: Erhilt man eine Zunahme der Quellung, s« be. 
fanden wir uns auf dem aufsteigenden Aste, bei Quellungserniedriguny 
dagegen auf dem absteigenden Aste. Die Unterscheidung von au{ 
steigendem und absteigendem Aste wird sich auch bei der Besprechung 
der Neutralsalzeinwirkung auf Sauregelatine als zweckmaBig erweisen, 
insofern, als die Entscheidung dariiber, ob antagonistisches oder 
additives Zusammenwirken stattfindet, nur auf dem aufsteigendey 
Aste miéglich ist. Vgl. S. 406. 

Der Vergleich der Werte von Tabelle I und, II zeigt noch eine 
weitere Ubereinstimmung: Es werden nimlich beide Male die gleichen 
Mengen HC! im Maximum aufgenommen. Ganz allgemein abt sich 
aussagen: Das maximale Saurebindungsvermégen ist ein fiir die Gelatine 
und die betreffende Saure charakteristischer, von dem angewandten 
Mengenverhaltnis unabhingiger Wert !; das Mengenverhaltnis bestimmt 
nur die Konzentration, bei welcher die maximale Sattigung an Siure 
erfolgt. Je geringer die Gelatinekonzentration, desto geringer ist die 
Saurekonzentration, bei welcher die Sattigung schon erreicht wird 

Anders ist es mit der absoluten Quellhéhe im Quellmaximum 
welche um so héher ist, je kleiner die Gelatinekonzentration, oder 
mit anderen Werten, je gréBer der UberschuB an Quellfliissigkeit 
ist?. Die Zunahme der absoluten Quellhéhe in Abhangigkeit von der 
GréBe des Quellmitteliiberschusses verliuft, wie Wo. Ostwald gezeigt 
hat, ebenfalls nach den Gesetzen der Adsorption®. 


2. Einwirkung von Quelldauer und Temperatur auf Sdurequellung 


“~- 


und Sdureaufnahme. 

Bevor man an die Aufgabe geht, auf Grund solcher Kurven ver. 
schiedene Sauren in ihrer quellenden Wirkung miteinander zu_ver- 
gleichen, erscheint es notwendig, den EinfluB anderer, ebenfalls die 
Quellung bestimmender Faktoren im Zusammenwirken mit der Saure- 
quellung kennenzulernen. Solche Faktoren sind die Dauer des Quell- 
vorganges, die Temperatur und die Verunreinigungen irgenwelcher 
Art, mit deren Anwesenheit in der Gelatine man rechnen muB. Uns 
interessiert hierbei in der Hauptsache, ob Verinderungen der Zeit 
der Temperatur und des Reinheitsgrades das Zusammentreffen von 
Quellmaximum und maximaler Saureaufnahme andern, d.h. ob sie 


' Es wird spiter gezeigt werden, daB bei schwiacheren Saéuren doch 
eine Abhangigkeit der maximal aufgenommenen Séure vom Mengen- 
verhaltnis besteht. 

2 A. Kiintzel, 1. c. 

3 Wo. Ostwald und R. Kéhler, Kolloid-Zeitschr. 48, 233, 1927. 
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nen dieser Punkte bei sonst gleichem Mengenverhiltnis gegeniiber 


f 


jer Abszissenachse, also in ein anderes Saurekonzentrationsgebiet 
verschieben oder nicht. Dagegen interessiert uns weniger, ob und wieviel 
jie Quellkurve gegeniiber der Ordinatenachse, also in ihrer absoluten 
Hohe verschoben wird. Die folgenden Versuche sind simtlich bei 
iem Mengenverhiltnis 0.2 g Gelatine zu 50 ccm Saurelésung angestellt. 


Einwirkung der Quelldauer auf die Lage des Quell- 
maximums. 


a 


Tabelle III zeigt die Quellung von drei verschiedenen, dicht neben- 
einander liegenden Konzentrationen, von denen die mittlere dem 
Quellmaximum entspricht. Die Messungen sind nach 2, 4, 6, 8 Stunden 
bei 20° C ausgefiihrt. Aus den Werten geht hervor, daB die Lage des 
Vaximums relativ zur Konzentration sich nicht mit der Zeit andert. 
Die Messungen der Siureaufnahme ergeben ebenfalls keinen Unterschied 
bei den vier verschiedenen Quellzeiten, sondern es werden dieselben 
Zahlen erhalten wie in den betreffenden Versuchen der Tabelle LI, 
weshalb sie nicht angegeben sind. 


Tabelle III. 





: Quellhéhe nach 
Konzentration nica 


2 Std. | 4 Std. 6Sté 8 Std 
0.004 87 96 101 110 
0.006 94* 100* LO8* 115* 
0.008 92 98 102 110 


Wir sehen also, daB die Zunahme der Gelatinequellung mit zu- 
nehmender Quelldauer ein Vorgang ist, der mit der eigentlichen Saure- 
quellung nichts zu tun hat, denn bei der Konzentration von 0 008 n HCI, 
wo der Uberschu8 der Siure bereits wieder ,,fallend’ wirkt, wiichst 
die Gesamtquellung der Gelatine ebenso stetig mit der Quelidauer, 
wie bei den schwacheren Konzentrationen. Die Saurequellang kommt 
also bereits in kurzer Wirkungszeit zum endgiiltigen Ausdruck. Bei 
der langsam mit der Quelldauer wachsenden Quellung tritt dagegen die 
Dispersions- oder Lésungstendenz der Gelatine in Erscheinung, die 
auch bei der Quellung in reinem Wasser in geringem MaBe bemerkbar 
ist und die wir ,,Lésungsquellung nennen wollen. Die Lésungsquellung 
wird nur insofern durch die Saurequellung geférdert, als sie um so 
deutlicher in Erscheinung tritt, je mehr die Siurequellung ihr schon 
vorgearbeitet hat (s. auch 8. 335, Abb. 3). Saurequellung und Lésungs- 
quellung sind verschiedene Vorgiinge, die additiv zusammenwirken 
und die man daher unabhingig voneinander betrachten mub. Die 
Lisungsquellung erreicht tiberhaupt kein Endgleichgewicht, sondern 
sie fiihrt tiber ein scheinbares Quellmaximum zur Lésung, d. h. zum 
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Verschwinden des Quellkérpers. Dieses Maximum wird dort er 

wo die Gelatinemicellen gerade noch aneinander haften, ohne 

zu sein; der nichste Schritt ist die Trennung der Oberflachenmi «je; 
vom Quellkérper, wodurch dieser kleiner wird. Man miBt in solchey 
Fallen scheinbar eine Verringerung der Quellung. Doch ist mit diese 
Messung noch nichts iiber den eigentlichen Quellvorgang, ni 
die Wasseranlagerung an die Gelatinemicelle ausgesagt ; dieser Vorgany 
kann niimlich trotz Zerfall des Quellkérpers weiter fortschreiten, was 
zur Folge hat, daB trotz weiterer Quellung das entgegengesetz:, 
MeBresultat gewonnen wird. Deshalb soll ein derartiges Maximuy 
der Quellung ein scheinbares genannt werden. Es handelt sich iibrigeys 
bei der Lésungsquellung anfanglich nur um eine Desaggregierung de 
Gelatinemicellen. Eine hydrolytische Aufspaltung der Gelatine 
wisserigen Lisungen findet nach D. J. Lloyd! erst nach 24 Stunde: 
Statt. 

Es hat also keinen Sinn, bei Siéiurequellversuchen so lang 
warten, bis die Gelatine nicht mehr an Volumen zunimmt (denn von eine 
Endgleichgewicht kann bei Gelatine niemals die Rede sein), sondern 
die Saurequellung wird im Gegenteil um so klarer zum Ausdruck kommen 
je kiirzer man die Quelldauer bemiBt. Daher wurde bei allen hier 
mitgeteilten Versuchen die Quelldauer auf etwa 6 Stunden beschrinkt 

Diese Aussage gilt aber nur bei Anwendung von Pulvergelatin«: 
Quellmittel. Gelatinescheiben oder -blécke erreichen das Gleichgewich: 
der Saéurequellung erst nach lingerer, von der GréBe und Beschaffenheit 
der Gelatineblécke abhangigen Quelldauer. In dieser Beziehung erw 
sich die hier angewandte Methode der Quellmessung nach M. H. Fischer 
der anderen, auch als Gewichtsmethode bezeichneten, tiberlegen. 


b) Einwirkung der Temperatur auf die Lage des Quellmaximums. 
Die Saurequellung wird durch Temperaturerbihung ebensowenig 
wie durch die Vérlangerung der Quelldauer betroffen, insofern, als di: 
Lage der Quellkurve gegeniiber der Abszissenachse ein Ausdruck fiir 
die Saurequellung ist. 
Tabelle 1V. 


Gelatinequellung in Salzsiure bei 0 und bei 20°C. 





Quellhéhe bei 


Konzentration ai ii . 

oc 20° C 
0,003 26,5 59 
0,004 30 65 
0,005 34 66 
0,006 39* 69* 
0,007 33.5 67 
0,008 33 66 


1J.8S.L.T.C. 4, 163, 1920. 
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Die Zahlen fiir Siureaufnahme bleiben innerhalb der Fehler- 
genze konstant und sind deswegen nicht angefiihrt. Die Tabelle zeigt, 
8 nur die absolute Quellhéhe durch die Temperatur gesteigert wird. 
fs git also alles, was im vorigen Abschnitt tiber die Lisungsquellung 
esagt ist, auch fiir diesen Fall. Die Erscheinungen der Lésungs- 


vellung treten hier sogar noch deutlicher hervor. So findet man eben- 


falls ein scheinbares Quellmaximum, das 2000 
ei Temperatursteigerung auftritt, das aber 
» Wirklichkeit nur durch Quellkérperver- 7000 
minderung herbeigefiihrt wird. Dai ein 


lerartiges Kurvenmaximum leicht fiir ein 6000 
echtes Quellmaximum gehalten wird, zeigt 





. . ° 
beispielsweise die Arbeit von D. J. Lloyd §& so, 
ind W. B. Pleass', der die Abbildung 3° § 
enthommen ist. Die drei unteren Kurven $ yoo 
lieser Abbildung sollen zeigen, daB die durch = § 

. es . ° - 
lemperaturerhéhung bedingte Quellung ein one 
Maximum aufweist ; dieses Maximum ist aber : 
nicht mit dem der Saurequellung gleich- anne 
zusetzen. 

Die oberen beiden Kurven der Abb. 3 1000 


itten tibrigens nicht tiber den letzten ge- 
essenen Kurvenpunkt hinaus fortgesetzt 
verden diirfen, sondern miiBten steil nach 0 10 20 t 30 
mten verlaufen, da alle fiinf Kurvenziige 
un gleichen Endzustand fiihren: der vélligen 








Abo. 3 
(Entnommen aus: J). J. Lioyd 


Verfliissigung der Gelatine. an oF Th ie Diao 
Was : diesen K - reel Journ. 21, 1352, 1927.) Eins 

os men Oe Chee urven ¢rsenen flué der Temperatursteigerung 

kann, ist folgendes: Die Verfliissigung des _ auf die Elektrolytquellung 


. , ‘ : der Gelatine. 
Gels durch TemperaturerhOhung tritt im 


Falle der maximalen Siuren- oder Basenquellung ganz plotzlich auf, 
wihrend im mittleren pg-Gebiet, also bei Quellung in Salz- oder Puffer- 
losungen die Verfliissigung allmahlich vom Rande her einsetzt, was zu 
lem scheinbaren Maximum gefiihrt hat. Ferner kann man noch aus 
diesen Kurven ersehen, da die Lésungsquellung in reinem Wasser bzw 
in Salzlésungen niemals die Héhe der Saurequellung erreicht. 


3. EinfluB von Verunreinigungen auf die Lage des Quellmaximums 
der Gelatine. 
An Verunreinigungen kommen in der Gelatine in erster Linie Neu- 
tralsalze (Ca-, Na-, K-Chloride, Sulfide, Phosphate) vor, die zum Teil 
durch den Fabrikationsgang hineingelangen, zum geringeren Teil in 


1 Biochem. Journ. 21, 1352, 1927. 
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dem tierischen Material enthalten sind. Als Verunreinigung der (\ 


latine kann man fernerhin Abbauprodukte bezeichnen, die einen ho \jere; 


Peptisationsgrad des Kollagens darstellen; ihre Anwesenheit beein{!, 
die Qualitat der Gelatine in hohem Grade. Emulsionsgelatin: 


solche der ersten Abziige pflegen arm an derartigen Verunreinigunyge; 
zu sein, die minderwertigen zweiten oder dritten Abziige enthalten s\ 


in betrachtlichen Mengen. Aus theoretischen Griinden wurde aube; 
dem der Einflu8 von Athylalkohol auf die Siurequellung untersucht 


a) EinfluB von Neutralsalzen auf die 


der Quellkurve. 


Um den Einflu8 von Neutralsalzen auf die Quellkurve festzustelley 
wurden Quellversuche bei HCl unter Hinzufiigung von wachsenden 


Mengen von NaCl ausgefiihrt. 


Tabelle V. 





Quellung von Pulvergelatine in HCl unter Zusatz von NaCl. Menven- 
verhaltnis: 0,2 g : 50 ccm. 

Saures Salzgehalt in Molaritat 

konzentration 0 eos foam O01 — ag 0,1 1 
0,004 91 66 45.5 29 
0,096 92* 68 47* 28 
0,007 91 69* 46.5 27,5 
0,008 90 68 46 27 


Diese Versuche zeigen, dab zwar die absolute Quellhéhe durch 
die Salzzugabe verringert wird, daB aber die Lage des Maximums 
gegeniiber der Abszissenachse unverandert bleibt, solange die Salz- 
konzentration kleiner als m/t bleibt. Von m/l Salzgehalt an hat « 
Salzsiuyequellkurve tiberhaupt kein Maximum mehr, sondern fiillt 

| I 


mit wachsender Saurezugabe stetig ab. 


Wahrend die Lage des Maximums gegeniiber der Abszissenachse w 
verandert bleibt, werden die py-Werte der Quellfliissigkeit mit wachsende: 
Salzzusatz in komplizierter Weise geaindert. Naheres 8. 411. 
hier die Feststellung, daB der als Verunreinigung vorhandene Salzgeha!' 


Es geniigt 


der Gelatine weder die Lage des Quellmaximums verschiebt, noch gr 


genug ist, um die Werte fiir die Saiureaufnahme zu falschen. 

Die zu den vorliegenden Versuchen verwendete pulverisierte Gelatin 
ersten Abzugs der Deutschen Gelatinefabriken Schweinfurth 
1.34%, Asche und 13,6°, Wasser. Die angewandte Gelatine wird als 
als 85 °,ig angesehen. Legt man der Berechnung des Salzgehalts der Gelatin: 
lésung von 0,2 g Gelatinepulver in 50 cem das Molekulargewicht von Na‘ 
zugrunde, so enthalt die entstehende Lésung auf Grund des Aschengeha!ts 


0,002 68 
0,002 68 g oder 


58,46 


ent halt 


= 0,0000458 Mol, und 1 Liter enthalt 0,000916 Mol 
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“CL Die Lésung ist also ungefahr n/1000 an Salzen, so dab nicht 
eine Falschung der Saureaufnahmewerte zu befiirchten ist. Daher 
die Pulvergelatine ungereinigt verwendet. Die 1°.ige wéasserige 

elatinelésung hat einen py von 5,30. 


EinfluB der in der Gelatine enthaltenen Gelatosen auf die 
Lage des Quellmaximums. 

Die technische Gelatine ist ein Gemisch von Stoffen, die aus ver- 
whiedenen Abbaustufen des Kollagens bestehen. Diese Komponenten 
ind charakterisiert durch verschiedene Léslichkeit. Der Einfachheit 
halber kann man sich mit der Unterscheidung zweier Komponenten 
begniigen, von denen die eine, das Glutin, bei Temperaturen unter 
“°C als unléslich gelten kann, die andere dagegen alle bei tieferen 
lemperaturen léslichen und nicht gelatinierenden Bestandteile ent- 
halt. Jede Gelatine schickt einen gewissen Prozentsatz an Gelatosen 
» Losung, wenn man sie in reines Wasser bringt, so dab die Gelatine- 
juwellung nicht in Wasser, sondern stets in verdiinnten Gelatoselésungen 
rfolgt. 

Die hier verwendete Gelatine hat nach 6 Stunden bei 20°C 3,22°, 
res Reingelatinegehalts in die AuBenfliissigkeit geschickt ; diese prozentuale 
Loslichkeit ist unabhangig vom Mengenverhaltnis. 

Es hat wenig Zweck, die Gelatine etwa durch Auswaschen von den 
Gelatosen reinigen zu wollen, da in dem System Gelatine—Wasser eine 
standige Verwandlung des Glutins in Gelatosen stattfindet, eine Um- 
wandlung, die durch die Anwesenheit von Elektrolyten geférdert wird. 
Hatten wir also eine wirklich reine Gelatine, so wiirde bei unseren Saure- 
juellversuchen trotzdem Gelatose entstehen und in die auBere Quell- 
flissigkeit wandern. Die Zunahme der Gelatose ist dabei nicht von der 
Quellung, sondern lediglich von der angewandten Saurekonzentration 
ibhingig, wie die folgende Tabelle zeigt. Die geléste Gelatose wurde 
lurch eine Stickstoffbestimmung ermittelt und in Prozent der ein- 
gewogenen Reingelatine ausgedriickt. 


Tabelle VI. 


Zunahme der Gelatose in der AubBenfliissigkeit mit wachsender Saure- 
konzentration. Mengenverhaltnis: 0,2 g : 50 cem. 





Geléste Gelatose 


Saurekonzentration Queilhéhe aa Be 
Gelatine 
0,002 89 4.8 
0,004 116 53 
0.006 119* 5.9 
0,008 115 6.5 


0,01 110 8,5 
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Den EinfluB des Gelatosegehaltes auf die Quellung haben (/ 
und Kéhler' aufgezeigt. Im allgemeinen besteht die Regel, da! 
wertige, glutinreiche Gelatinesorten eine geringere Wasserauf, 
zeigen, als minderwertige gelatosereiche Sorten. Das In-Lésung-, 
der Gelatose ruft also eine Auflockerung und damit Quellung des z) 
bleibenden Glutingels hervor. Doch bei sehr groBen Qualitatsiunte; 
schieden tritt das Gegenteil in Erscheinung. So wurde z. B. lx 
guten Knochengelatine 3,55°., bei einer minderwertigen Hautg: 
29.2°. Gelatoseléslichkeit gefunden; bei Quellversuchen aber 
die erste Sorte héhere Wasseraufnahme, was sich daraus erkliren 
daB bei der minderwertigen Gelatine nur 70°,,, wahrend bei der 
Gelatine 96,5°,, der Einwage als Quellkérper vorhanden waren 

Diese beiden Gelatinesorten wurden darauf untersucht, ob 
grobe Differenz des Gelatosegehaltes einen EinfluB auf die Lag: 
Quellkurve beziiglich der Konzentration hatte. 


Tabelle VII. 


Vergleich der Quellung einer gelatosearmen und gelatosereichen P: 
gelatine in HCl. Mengenverhaltnis: 0,2 g: 50 cem. 





Quellnéhe der 


Saurekonzentration Knochengelatine Hautgelatine 
3,55 Gelatose 29,2 °), Gelatose 
0.004 65 75.5 
0.005 67 86.5 
0.006 83* 94.5* 
0.007 77 91 
0,008 75 4p 


Der Versuch zeigt also, daB die Lage der Quellkurve gegeniiber 
der Abszissenachse auch nicht durch die sehr starke Qualitatsver 
schiedenheit der Gelatine beeinfluBt wird. Dieses Resultat war nich 
vorauszusehen, da die Gelatinequellung in der Nahe des isoelektrische 
Punktes nicht nur in der absoluten Héhe, sondern auch in der Lag 
des Quellminimums von der Qualitat der Gelatine abhangig gefund: 
wurde ?. 


4. EinfluB von Alkohol auf die Quellung der Gelatin 
in Salzsdure. 


. 


Uberraschenderweise 148t Alkohol, nach Einstellung des Saur 
gleichgewichtes zugegeben, die Quellung ansteigen und nicht, wie ma 
von vornherein erwarten sollte, kleiner werden. Dieses Verhalten 


! Kolloid-Zeitsehr. 43, 233, 1927. 
? O. Gerngross und St. Bach, Coll. 645, 1, 1924. 
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‘) . ° e ° ° > 
curde zuerst von Loebenstein mitgeteilt!. Die Loebensteinschen Ver- 
7 Cl ache wurden in etwas verinderter Weise wiederholt, um zu erfahren, 
“nal ) die Erhéhung der Quellung an allen Punkten der Quellkurve gleich 
Bee vrlauft, und um den Einflu8 verschiedener Alkoholkonzentrationen 
a -pnenzulernen. Die Versuchsbedingungen gehen aus den Angaben 
tsunter er Tabelle VIII hervor. 
as 
a Tabelle VIII. 
r zeigt rinfluB von Alkohol auf die Gelatinequellung in HC]. 0,2 g Gelatine 
e) 2} cem Saéure. Nach dreistiindigem Quellen Zugabe von 50 ccm Wasser 
, bzw. Alkohol. Nach weiterem 3stiindicen Quellen Ablesung. 
Quellhdhe Quelihéhe nach Zugabe von 50 ccm 
OD (ie Saures ohne Zugabe a — 
' konzentration von H,O H.O 25 °/oig 50 °/oig 75 *Joig wed 8. 
Bf 7 o ol 2 = - _— - 
oder Alkoh Alkobol 
0.001 21 26 20 12,5 9.5 - 
0,02 29 36 33,5 26 16 10) 
0,005 53 67 73 95 93 338 
Pi 0.01 67* 93 95 106 115* 107* 
0.02 5S 103* 96* 108* 108 100 
0,05 47 90 83.5 95 98 80 
0.1 41 61 65 73 69 50 
Abb. 4 und 5 zeigen die entsprechenden Kurven. Wir sehen, dab 
ine Zugabe von Wasser zu dem System Gelatine—Saure—Wasser 
Ps 
90 
nu ber 80 
tsver OP 
sah ae 
- So ey 
ea & P 
L g re 50 
na S 4 
4 ry 
30 
28 
L 
vure J é 7 
m PH 
ilten Abb. 4. 


Quellungserhébung durch Zugabe von Wasser. Untere Kurve: Einfache Saurequellung; 
0.2 ¢ Gelatine :20ccm Saure. Obere Kurve: Quellung nach Zugabe von weiteren 3) com Wasser. 


1 Kolloid-Zeitschr. 34, 345, 1924. 
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das Maximum der Quellung verschiebt, da ja hierdurch auch das Vp, 
haltnis von Wasser: Siure und Wasser: Gelatine verschoben wip, 
Die Quellung wird héher und das Maximum liegt bei einer fiir das ney 
hergestellte Mengenverhaltnis charakteristischen Konzentration.  [)j 
Zugabe von 100° igem Alkohol dagegen l4Bt das Quellmaximum \; 
verschoben, was zu erwarten war. Bei Zugabe von Wasser-Alkoho) 
gemischen treten Ubergiinge zwischen den beiden Extremen auf: |y 
25°,,igem und 50°, igem Alkohol macht sich der EinfluB der wassrige, 


wn de 


700 


= 
~ aN 
ry 
} 7 
y/ 
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Abb. 5. 


Quellungserhéhung durch Zugabe von Alkohol. 
Einfache Saurequellung; 0,2 g Gelatine : 20 ccm Saure. 
tenes Quellung nach Zugabe von 50 ccm 25°/,igem Alkohol. 





- ° ° ° o De PR of . 
~ - e . aia = « . 
mae « a 


Verdiinnung in der Verschiebung des Maximums bemerkbar; bei 75 ° ,igem 
Alkohol dagegen tritt dieser EinfluB véllig hinter der Quellerhéhung 
durch Alkohol zuriick. 

Wenn wir die Anderung der Quellung durch konzentrierten Alkoho! 
betrachten, so ist deutlich der Unterschied zwischen auf- und abstei- 
gendem Ast bemerkbar. Beim aufsteigenden Ast tritt der dehydrati- 
sierende Einflu8 der Quellung deutlich in Erscheinung; in dem Malik 
jedoch. indem Gelatine Saure aufnimmt, verliert Alkohol die entquellende 
Wirkung, was daraus zu ersehen ist, daB es im Gebiete des absteigenden 
Astes dem Alkohol nicht gelingt, eine merkliche Entwasserung herbei- 
zufiihren. Alkohol vermag nur wenig geladene Gelatine zu entquellen 
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latsache, die bei der Bestimmung des isoelektrischen Punktes 


da Ver eine 
n Gelatinesolen mittels Alkoholfallung nutzbar gemacht wird!?. 


Kine Erklarung fiir die quellungférdernde Wirkung des Alkohols 


kann erst spater versucht werden. 


Diese Ergebnisse sind fiir euie interessante Theorie bedeutungsvoll, 
Alkohol eden Zusammenhang von Ladung und Hydratisierung lyvophiler Sole, 
auf: by sbesondere kolloider Eiweiblosungen: behandelt. Der Zusammenhang 
wwischen Ladung und Hydratisierung ist offenbar das Kernproblem der 
“ssrigen HJ siurequellung. Diese Theorie, die von Bungenberg de Jong* aufgestellt 
worden ist, behauptet, daB beim Fallen (Aussalzen) von lyophilen Solen 
Vorginge der Entladung und Dehydratisierung nicht notwendiger- 
weise miteinander verkniipft sind, sondern unabhangig voneinander hervor- 
rufen werden kénnen. Folgendes Schema, das der genannten Arbeit 

fiir Agarsole giiltig entnommen ist, verdeutlicht das Gesagte. 
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Dehydratisierung durch Alkohol 


Abb. 6 
Schema fiir die Zusammenhange zwischen den beiden Stabilitatsfaktoren lyophiler Kolloide: 
Ladung und Hydratation (nach H. G. B. de Jong). 
|. Geladenes Teilchen mit Wasserhiille. 3. Geladenes Teilchen ohne Wasserhiille. 
) Ungeladenes Teilchen mit Wasserhiille. 4. Ausgeflocktes Teilchen (ungel., ohne Wasserhiille). 


Diese Auffassung wird fiir Gelatine durch die angefiihrten Versuche 

cht bestatigt, sondern es zeigt sich, daB Alkohol die maximal geladene 

Gelatine nicht nur nicht dehydratisieren, sondern daB im Gegenteil 

\lkkohol die Quellung férdert, was ein Ausdruck der vermehrten 
Hvydratation sein kann, wenn nicht, was viel wahrscheinlicher ist, 

eine Peptisation fiir die VergréBerung der Quellung ausschlaggebend ist 

s. 8. 369). Jedenfalls tritt bestimmt keine Dehydratisierung ein*. Wir 
gem kénnen also bei Gelatine den Zustand 3, den eines geladenen, aber der 


hung Wasserhiille beraubten Teilchens nicht bestaétigen. Nach den Erfahrungen 
lieser Arbeit kann der Zustand 4 nur auf dem Wege iiber 2, aber nicht 
iber 3 erreicht werden. 

koho] 

bstei- ! L. Michaelis, Praktikum der physikalischen Chemie, 8. 65. Berlin 

lrati- 1921. 

Va fi 2 H.G. Bungenberg de Jong, Rec. Trav. Chim. 42, 437, 1923. 


=" % Anmerkung bei der Korrektur: In einer eben erschienenen Arbeit 

von H. R. Kruyt und H. Lier (Kolloidchem. Beih. 28, 407, 1929) werden 
nden ihnliche Beispiele angefiihrt, wo Alkohol, statt zu entwassern, das Gegenteil 
r bei- hervorruft. Dieses Verhalten wird dort vorléufig mit dem Auftreten einer 
Hen \lkoholverbindung erklart. 

















342 A. Kiintzel: 


B. Folgerungen aus den Vorversuchen. 
1. Das Kriterium fiir die eigentliche Sdurequellkurve. 

Es ergeben sich aus den Untersuchungen tiber die Beeinflussuny 
der Saurequellung durch Quelldauer, Temperatur und Verunrejnj. 
gungen der Gelatine einige wichtige Folgerungen. Es wurde gezeig 
daB die Lage des Maximums in Abhingigkeit von der Saureaufnalhny 
durch die genannten Einfliisse nicht verindert wird; dagegen wird 
die absolute Quellhéhe der Gelatine mehr oder weniger beeinf)u\); 

Wenn man nun lediglich die Saurequellung untersuchen wil|, 
muB man bestrebt sein, die anderen quellungsfirdernden Einfliiss: 
miglichst zu unterdriicken, sie mindestens so niedrig zu halten, daj 
die Gesamtquellung unterhalb der Kohasionsgrenze der gequollenen 
Gelatine verlauft. Die Kohasionsgrenze ist verschieden, je nachdem 
eine Siure- bzw. Alkaliquellung oder eine Quellung in mittleren py-Be- 
reichen (Lésungsquellung) auftritt. Im Gebiete der Maxima der sauren 
oder alkalischen Quellung kann die Gelatine stark quellen, ohne 2) 
zerfallen, bei Puffergemischen, also im isoelektrischen Gebiet, oder in 
der Nahe von py = 7 erfolgt die Umwandlung des Gels in das Sol ohn 
nennenswerte vorherige Quellung (s. auch Abb. 3). Infolgedessen 
macht sich die Férderung der Quellung durch Temperatur, Quell. 
dauer, Gelatosegehalt und durch die stindige Nachpeptisierung be. 
sonders im Gebiete der maximalen Saurequellung bemerkbar. Di 
Kohasionsgrenze ist auBerdem von den physikalischen Eigenschaften 
der Gelatine (Gallertfestigkeit usw.) abhangig. 

Es ist nun nicht méglich, die neben der eigentlichen Saurequellung 
auftretenden, quellungsférdernden Einfliisse véllig zu unterdriicken 
Angenommen, es lieSe sich durch méglichste Temperaturerniedrigung 
und Abkiirzung des Versuchs und durch Wahl einer sehr gelatose- 
und aschearmen Gelatine die Lésungsquellung in Wasser vollig aus- 
schalten, so wiirde diese sofort eintreten, wenn man eine solche Gelatin: 
zwecks Untersuchung der Saurequellung in eine Reihe verschieden 
konzentrierter Saurelésungen bringt. Die Saure bewirkt, abgesehen 
von der Saurequellung, eine mit der Konzentration zunehmende Pep- 
tisierung, wie Versuch Tabelle VI gezeigt hat, und diese wiederum 
auBert sich in einer Lésungsquellung. 

Den Beweis hierfiir kann man dadurch erbringen, daB man di 
Art des Zusammengebens von Wasser, Gelatine und Saure variiert 
man erhalt dann bei gleichem Endmengenverhaltnis der drei Kompo- 
nenten verschiedene Quellwerte, je nachdem, ob man Wasser oder 
Siure fraktioniert zugibt. So ist es zwar gleichgiiltig, ob die Saur 
sofort oder erst nach und nach dem System Gelatine—Wasser zugesetzt 
wird, doch ist es nicht gleichgiiltig, ob das Wasser dem System Gela- 
tine—-Siure sofort oder nach und nach zugesetzt wird. 
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Tabelle IX. 


Quellversuch in HCl unter Zugabe von weiterer Saure, 


nachdem das Quellgleichgewicht eingestellt ist. 


Mengenverhaltnis: 0,2 g : 50 cem, 





Eintacher Quellversuch Parallelversuch mit fraktionierter Saurezugabe 


Weitere Zugabe 


Queilhéhe von com n HCl Nunmehrige Quelihéhe 
AKonzentration (nach 6 Std.) nach drei CGesamtsaure- (nach 6 Std.) 
- stundiger Ans konzentration — 
fangsquellung 

0.001 69 0.05 0.002 87 
0.002 8H 0.05 0.0038 104 
0.008 105 O41 0.005 114 
0.005 112 0.25 0.01 102° 
0.01 105 0.5 0,02 88 
0,02 S86 1.0 0,04 73 


Die zugehérigen Kurvenbilder (Abb. 7) zeigen die zweimaligen 
QuellhGhenmessungen, bezogen auf ihre Siureendkonzentration, und 
an sieht, da®B die Kurvenbilder anniahernd itibereinstimmen. Die 
tleinen Fehler erkliren sich aus den vermehrten Fehlerquellen beim 
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Abb. 7. 
Quellung bei fraktionierter Saurezugabe. 
—— Eintacher Quellversuch. -—— Quellversuch mit fraktionierter Saurezugabe. 


Jusetzen derartig geringer Sauremengen. Der Versuch zeigt, da8 es 
fir das Endgleichgewicht gleichgiiltig ist, ob man die Saure von vorn- 
erein oder in mehreren Raten zusetzt. Hiermit wird auch gezcigt, 
a8 die maximale Quellung durch die fillende Wirkung weiterer Saure- 
mgabe riickgingig gemacht werden kann, was nicht von vorpherein 
vlbstverstandlich ist, da man auch erwarten diirfte, daB eine einmalig 
erfolgte Auflockerung des Gels bestehen bleibt. 


Anders ist es. wenn man das Wasser fraktioniert zusetzt. 
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Tabelle X. 
Crelatinequellung in HCl unter Zugabe von weiterem Wasser, 1 
das Queligleichgewicht eingestellt ist. Mengenverhaltnis: 0,2 ¢ : : 
Die Siureaufnahmewerte sind in beiden Versuchen gleic! 





Eintacher Quellversuch Parallelversuch mit fraktionierter Wasserzugal: 
nie i = 2 oa | Wasserzugabe Ends alt = Quel!hobe 
Konzentration | ,Quelibhe | 0.2¢: 25com “pach 3 Sid. ae” | ent co. 
(nach 6 Std.) onzentration om enaenteniian 8 Sea 
0,001 58.5 0,002 25 0,01 67 
0,002 86 0,004 25 0,002 4 
0,003 105 0,006 25 0,003 113 
0,005 118 0,01 25 0,005 124 
0.01 107 0,02 25 0,01 1] 
0,02 87 0,04 25 0,02 4 


Diese Versuchsreihe zeigt, da die Quellung bei ratenweiser Wasser. 
zugabe grOBer ist, als wenn man die Saure sofort in der endgiiltigen Vey 
diinnung zugibt. Das ist am deutlichsten auf dem aufsteigendey 
Kurvenast zu erkennen (Abb. 8). Dabei sind aber die Werte fiir di 
aufgenommene Saure in beiden Reihen gleich; die verschieden holy 
Quellung kann also nicht mit einer verschiedenen Saureaufnahme er 
klart werden, sondern es zeigt sich hierbei, daB die voriibergehend auf 
tretende héhere Saurekonzentration eine stirker dispergierende Wir. 
kung auf das Gel ausiibt als die geringeren Siurekonzentrationen der 
Parallelreihe. Die Lésungsquellung wird bei dem Umweg iiber di: 
fraktionierte Wasserzugabe gefirdert. 

















730, 

eo} 
S 
E770 
§ 
x 700 \ 
S 9 \ 
S 
S 6 
fa 

60 

J 2 75 
Py < 
Abb. 8. Quellung bei fraktionierter Wasserzugabe. 
Einfacher Quellversuch. -—- Quellversuch mit fraktionierter Wasserzugabe 


Man muB sich also den Quellvorgang der Gelatine in verdiinnten 
Saurelésungen in mindestens zwei Einzelvorgiinge zerlegt denken 
den der wahren Saurequellung und in den der zunehmenden Lésung:- 
quellung, die mit zunehmender Saurekonzentration kontinuierlich an- 
steigt. In der folgenden schematischen Abbildung ist dieses Zusammen- 
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Abb. 9. 
Zusammenwirken von Saurequellung und ,Lésungsquellung*, verursacht durch 
Saurepeptisierung (schematisch) 
Links: Saéurequellung (oben) und Lésungsquellung (unten). Rechts: Gesamtquellung. 


wirken dargestellt (Abb. 9). Solange man es mit starken Sauren zu 
tun hat, bei denen die zum Quellmaximum erforderliche Wasserstoff- 
jonenkonzentration bei niedriger Gesamtsaiurekonzentration erreicht 
wird, spielt die Lésungsquellung durch Peptisation keine groBe Rolle. 
Anders wird es aber bei schwachen Siuren, wo zur Erzielung der er- 
forderlichen [H’] eine sehr viel gréBere Gesamtsiurekonzentration er- 
forderlich ist, wo infolgedessen auch die Lésungsquellung durch Pep- 
tisation sehr viel gréBer ist. Hier tiberschreitet die Gesamtquellung 
leicht die Kohasionsgrenze der Gelatine, wenn man nicht durch Wahl 
einer niedrigen Temperatur die Gesamtquellung mdéglichst herunter- 
driickt. Wird diese VorsichtsmaBnahme nicht getroffen, so entsteht 
ein falsches Kurvenbild, bei welchem der absteigende Ast nicht Fallung, 
sondern Quellkérperverminderung bedeutet. Einen solchen Fall er- 
kennt man daran, daB die Quellkurven bei verschiedener Zeitdauer 
eine Verschiebung des Quellmaximums gegeniiber der Abszissenachse 
erleiden, wie z. B. in Abb. 10 zu sehen ist. Dieses Kurvenbild stammt 
aus der bekannten Arbeit von A. Kuhn. Hier kann von einem 
wohldefinierten Maximum der Saurequellung nicht die Rede sein, 
dagegen zeigt Abb. 11 eine Kurvenschar, bei welcher trotz verschie- 
dener Zeitdauer die Lage des Quellmaximums gegeniiber der Abszissen- 
achse unverindert bleibt. Diese Abbildung ist ebenfalls der Kuhn- 
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Abb. 10 Abb. 11. 
(Entnommen aus: A. Kuhn, Kolloidchem. (Entnommen aus: A. Kuhn, Kolloid- 
Beihefte 14, 147, 1922.) chem. Beihefte 14, 147, 1922.) 
Gelatinequellung in Essigsiure bei 20°C Gelatinequellung in Ameisensaure bei 
nach 24, 48 und 72 Stunden. 0°C nach 24, 48 und 72 Stunden. 
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schen Arbeit entnommen. 
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Hier bleibt die Gesamtquellung unt 


der Kohasionsgrenze der Gelatine und der Verlauf der Saéurequ 


ist daher klar zu erkennen 


Im anderen Falle dagegen, wo das Max 


mit wachsender Quelldauer in das Gebiet der schwachen Konz 
tionen abwandert, kann von einer eindeutigen Beziehung zwis 
Quellung und Siureaufnahme nicht die Rede sein. 


Es soll nun noch durch einen besonderen Versuch der Bewe 


bracht werden, daB die Siureaufnahme von der Lésungsquellung 
von dem Grade der Peptisierung, unabhangig verliuft. 
bestatigt werden, daB bei den verschiedenen Arten der Lésungsquellu 


Damit w 


nur eine Dispergierung, also kein Freiwerden von Aminogruppen er! 


Es wurde die Saureaufnahme einer Gelatinequellreihe bei 2 


durch die 


des Quellgleichgewichts bei 37°C 
geschmolzen und der py-Wert der Soles bestimmt 


Konzentrationsmessung der iiberschiissigen 


Mehraufnahme an Saure 


Crelatine, ausgedriickt 


Tabelle XI. 


(HCl) durch solférmige. gegeniiber 


durch die Differenz det 


") 


S gy 


y 


Quellfliissig 


keit bestimmt: in einer Parallelreihe wurde die Gelatine nach Einste||: 


geltOrn 


End-py-W erte. 


langsam in ihrer Quellfliissigke: 
Tabellea XI und XII 








Men-enverhaltnis 0.2 ¢ : 20 cem. 
Endspy Differer 
Saure- : End-py : 
konzentration Antangs-Dy in der AuBen- = der End-7, 
flussigkeit Werte 
0.064 2.36 3.69 3.84 O15 
0,006 2,17 3,15 3,26 O11 
0.908 2.06 2,79 2.85 0.08 
0.0] 200 254 2.39 0.05 
0.02 1,69 1,88 1,91 0,03 
0.04 1,42 1.49 1.59 0.01 
0.05 1.31 1,37 1,38 0] 
0.06 1,23 1,26 1,27 0,01 
0,08 1,11 1,15 1.15 0 
0.1 1.01 1.04 1.04 0 
Tabelle XII. 
Dasselhe heim Mengenverhaltnis 0.2 ¢ : 50 cem. 
End-py . Differenz 
Saure- aon ‘ Ends py End; 
konzentration Antangsepy a im Gelatinesol a 
0,001 2.96 3,88 4.15 0,27 
0,002 2 62 3.29 3,55 0,26 
0,004 2,36 2.67 2.54 017 
0.006 2.12 2.33 2.46 0,16 
0,008 2.06 2.19 2.31 0,12 
0.01 2.00 2.10 2.12 0,02 
0,02 1,69 1,74 1,74 0 
0,04 1,42 1,41 1,41 0 
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eigen die Ergebnisse bei zwei verschiedenen Mengenverhaltnissen. Sie 
¢immen mit denen ahnlicher Untersuchungen von Atkin und Douglas’ 
aberein. Aus den unteren Kurven der Abb. 12 und 13 und aus den 
«by geringen Differenzen der py-Zahlen (letzte Spalte der Tabelle XI 

XII) ist zu erkennen, dab bei schwachen Saéurekonzentrationen 
lie geschmolzene Gelatine mehr Séure aufnimmt, als die gelférmige, 
ial} aber der Unterschied in der Siureaufnahme mit wachsender Kon- 
entration kleiner wird. Die Aufnahme der Saure erfolgt bei schwachen 
Konzentrationen langsamer als in hohen Konzentrationen; bei langerer 
Versuchsdauer hatten sich die Differenzen noch verringert. Tragt man 
iese Werte neben der gewohnlichen Quellkurve auf, wie in Abb. 12 und 
13. so ist zu erkennen, daB zwischen der Quellung und den p,-Diffe- 
renzen keine Beziehung besteht 


Sa 1 ‘ \ 
} . & } \ 
EE Pee = — 2 a " a 
~ J z = 7 
S ’y < —_ ; Cy <«— 
Abb. 12. Mehraufnahme von Saure Abb, 13 


durch solférmige, gegeniiber gel. 
férmiger Gelatine, ausgedriickt durch 
die Differenz der End-py+werte 
(untere Kurve). Zum Vergleich ist die 
Queilkurve (oben) mit wiedergegeben. 
Mengenverhaltnis 0,2 g: 20 ccm 


Dasselbe wie Abb. 12 beim Mengen- 
verhéltnis von 0.2 ¢: OW ccm 


2. Die Unmédglichkeit, aus den bei Gelatine erhaltenen Werten fiir Quellung 
und Sdureaujnahme einen Beweis fiir die Loebsche Quellungstheorie zu 
erbringen. 

Diese Untersuchung ist wichtig fiir alle Uberlegungen, die die 
Verteilung der Sauren im Innern des Gels betrifft. Wir erhalten 
bei der experimentellen Auswertung der Saurequellung zwei Werte, 
die Volumenzunahme des Quellkérpers (auch als Gewichtszunahme 
zu messen) und die Konzentrationsabnahme der Quellfliissigkeit, aus 
der man die an Gelatine gebundene Séure berechnet. 

Die Volumenzunahme ist aber nur zum Teil durch die aufgenom- 
mene Saure bedingt, zum anderen Teil durch die beschriebenen, schwer 


!J.8.L.T.C. 8, 359, 1924. 
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kontrollierbaren Lésungseinfliisse. Es ist daher nicht méglich, au 
beiden experimentell gefundenen Werten anzugeben, wie gro! 
Wassermenge ist, die auf die Einheit der aufgenommenen Saure ey 
fallt. Wir miissen also annehmen, da8 im Gel auBer der gebundeney 
Saure auch noch freie, d. h. im Gelwasser geliéste Saiure vorhanden jst 
Uber die Konzentration dieser Siure kénnen wir nur Annahmen treffen 
und sie auf ihre Wahrscheinlichkeit priifen. 

Es bestehen folgende drei Méglichkeiten: 

1. Die Saurekonzentration der vom Gel aufgenommenen Quellfliissiy 

keit ist kleiner, 

. die Saéurekonzentration der vom Gel aufgenommenen Quellfliissiy 

keit ist gréber als die nicht aufgenommene Saure; 

die Saurekonzentration der vom Gel aufgenommenen Quellfliissig 
keit ist gleich der nicht aufgenommenen, auberhalb des Gels |» 
findlichen Saure. 

Die erste Annahme wird von Loeb! getroffen. Loeb folgt dal« 
den Forderungen des Donnanschen Membrangleichgewichts. In _ ihrer 
extremsten Form, welche besagt, daB die aufgenommene Quellfliissig- 
keit reines Wasser ist, wird diese Annahme von Kubelka ausgesprochen? 
(Versuche an Hautpulver). 

Die Loebsche Quelltheorie kénnte nur dann nachgepriift werden 
wenn die Quellung der Gelatine lediglich durch Saureaufnahme her 
vorgerufen wiirde. Diese Voraussetzung laBt sich aber, wie im Ex 


periment gezeigt wurde, nitht erfiillen. Das gilt von Gelatine; bei 
Hautsubstanz liegen die Verhiltnisse giinstiger*. Doch soll hier nicht 
untersucht werden, ob die Quellbedingungen von nativem Kollagen 
eine solche Beweisfiihrung erlauben. 


Auch die Berechnung der ,,wahren‘ aufgenommenen Siiure 
menge, wie sie Kubelka an Hautsubstanz unter der Annahme ausfiihrt 
daB die innere Quellfliissigkeit siurefrei, also reines Wasser sei, wiirde 
bei Gelatine zu durchaus falschen Werten fiihren. In diesem Falk 
hatte beim Schmelzen des Gels (Versuch Tabellen XI und XII) durch 
weg eine Abnahme der Saurekonzentration erfolgen miissen, und zwar 
miuBten die Differenzen der End-py-Werte beim Quellmaximum am 
gréBten sein, was aber nicht der Fall ist. 

Die zweite Annahme, daB die Quellfliissigkeit im Innern des Gels 
eine héhere Konzentration an Saure besiBe, ist unwahrscheinlich. [m 
allgemeinen wird die dritte Annahme vorausgesetzt, weil sie am wabhr 


' J. Loeb, Die EiweiBkérper und die Theorie der kolloidalen Er- 
scheinungen. Berlin 1924. 

2 V. Kubelka und J. Taussig, Kolloidchem. Beih. 22, 150, 1926. 

8 BE. Elléd und K. Silva, Zeitschr. f. phys. Chem. (Abt. A) 187, 142, 192s 
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wheinlichsten ist, so z. B. wenn die Saureaufnahme aus der Konzen- 
yationsabnahme der AuBenfliissigkeit berechnet wird. Es wird dabei 
genau so verfahren, wie bei der Bestimmung der Saureaufnahme im 
Gelatinesol, wo die Unterscheidung von Innen- und AuBenwasser gegen- 
sandslos geworden ist. Diese Berechnungsweise wird den Verhilt- 
sissen bei Gelatine am meisten gerecht, und es wird nur insofern ein 
Fehler begangen, als die tatsichliche Saureaufnahme bei geringen Kon- 
ntrationen hinter der theoretisch méglichen Saureaufnahme zuriick- 
bleibt, wie die Versuche der Tabellen XI und XII gezeigt haben. 
Erst mit steigender Konzentration wird diejenige Diffusions- und 
\dsorptionsintensitat erreicht, welche auch im Gel die Hdéchstauf- 
nahme an Saure bewirkt. Dieser Fehler hat aber keinen EinfluB auf 
lie spater noch ausfiihrlicher zu besprechende Bestimmung der im 
Maximum aufgenommenen Sauremengen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse der Vorversuche. 


1. Die durch Saurezusatz hervorgerufene Quellung der Gelatine 
kann nur in ihrer relativen Héhe gemessen werden, und das auch nur 
» lange, als die Gesamtquellung der Gelatine unterhalb der Kohasions- 
grenze verliuft. Die Quellung erreicht ihr Maximum zugleich mit 
lem Maximum an aufgenommener Saure. 

2. Alle Einfliisse, welche eine Lésungsquellung der Gelatine her- 
vorrufen, wie Verlingerung der Versuchsdauer, TemperaturerhOhung, 
Aschegehalt, Gelatosegehalt, Saurepeptisierung kénnen zwar die abso- 
lute Héhe der durch Séure hervorgerufenen Quellung verandern, aber 
nicht das Zusammentreffen des Quellmaximums mit einer bestimmten 
Siurekonzentration: Die Lage der Quellkurve zur Abszissenachse 
Siurekonzentration) bleibt konstant. Ebensowenig wird die Saure- 
aufnahme durch die genannten Einfliisse geandert (auBber durch Neutral- 
salze). 

3. Da sich die Lésungsquellung zwar verringern, aber nicht vollig 
ausschalten laBt, so ist eine Berechnung der pro aufgenommene Saure- 
einheit aufgenommenen Menge Wassers nicht méglich. Uber die Ver- 
teilung der Séure im Innern des Gels wird die Annahme getroffen, daB 
die Konzentration an freier Saéure innen und auBen gleich ist. 


C. Vergleich der Quellwirkungen verschiedener Siuren. 


Es erhebt sich nun die Frage, ob auch bei anderen Sauren die 
geschilderte Beziehung zwischen Saureaufnahme und Quellung be- 
steht, ferner in welcher Weise der Grad der Quellung und Saureauf- 
nahme von der Dissoziationskonstante der Saure und der Natur des 
Anions abhangig ist. Uber diesen Punkt bestehen nimlich zwischen 
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der Loebschen und der Ostwald-Kuhnschen Auffassung Mei) 

verschiedenheiten: nach Loeb wird die Quellwirkung durch die W . <se; 
stoffionenkonzentration und durch die Wertigkeit des Anions \y 
stimmt; nach Kuhn dagegen mul jeder Saure eine spezifische Wir\uny 
zugeschrieben werden, die durch die Besonderheit des Anions best 

wird. Es soll gezeigt werden, daB die Loebsche Auffassung tatsii 

zu stark schematisiert ist, dab aber andererseits die Kuhnsche Avi 
fassung das Gemeinsame der Wirkungsweise bei verschiedenen Sawn 
nicht deutlich genug herausarbeitet, so daB die hier vorgetragen: 
stellung die Mitte zwischen den beiden genannten Extremen einninin: 





Untersucht wurde aubBer der Salzsaure in derselben Weise Pho. 
phorsiure, Ameisensiure, Essigsaure und Schwefelsiure; die ers 
genannten Saéuren kénnen als einbasisch gelten, da auch Phosphvy 
siure in den angegebenen schwachen Konzentrationen sich wie « 
ziemlich starke, einbasische Saure verhalt. Die Wahl fiel deswey 





auf Phosphorsiure und Essig iure, weil diese Saiuren zusammen n 
ihren Na-Salzen die bekannten Puffergemische ergeben, die bei «i 
Bestimmung des isoelektrische. °unktes der Gelatine eine so grolk 
Rolle spielen. 
1. Diejenigen Merkmale der Sdurequellung, die allen Sduren gemeinsam s 
Die erste der gestellten Fragen: ,,Besteht die geschilderte [i 
ziehung zwischen Siureaufnahme und Quellung auch bei andere: 
Saiuren“, kann auf Grund der Versuche mit Schwefelséure und Phos 
phorsiure bejaht werden (s. Tabellen XIII bis XVI). 
Tabelle XIII. - 
Saéureaufnahme und Quellung von Pulvergelatine in Schwefelséur 
Mengenverhaltnis: 0,2 ¢ Gelatine : 20 ccm Saure. 
Aufgenommene 
Normalitat Quellhéhe Anfangs«py End-py g-Aquivalente S ) 
0,005 41.5 2,32 3,45 9,2 .10-® 
0,007 45 2,20 3,17 12.4.10 
0,009 48.5 2,12 2.99 16,0. 10 
0,01 50* 2.03 2.56 16,2. 10-® 
I 
0,02 46,2 1,78 1,99 16,8. 10-5 
0,03 43,3 1,63 1,75 (12,0. 10-°) 
0,05 40 1,44 1,51 (16,0.10-°) 


Die zu den Tabellen XIII, XIV, XV und XVI zugehérigen Kurven entsprechen dc: 
Abb. 1 und 2 und sind deswegen nicht wiedergegeben. 








Quellung det 


Celatine. 











. Tabelle X1V. 

Wasan ssureaufnahme und Quellung von Pulvergelatine in Schwefelsaéure. 
i Mengenverhaltnis: 0,2 ¢ Gelatme : Saure. 

\ 

Ing \ulgenommene 
Stimme Normalitat Quelihohe Antangs-Py End-py y-Aquivalente (°s ) 
wif : 
we Apt wi D1 2%) 3.34 Ss .10 
R 10038 Db 2.52 3.05 11 10 
— 004 62 2,41 2,81 12,5. 10 
ie Day 1005 64* 2.32 2 66 14.5.10 
nim 006 62.5 2 26 2.52 15 10 

O07 62,0 2,20 2,42 15.5.10 
Phos ),008 61 2,11 2,26 3S. 10 
spl Tabelle XV. 
e ein Siureaufnahme und Quellung von Pulvergelatine in Phosphorsitre. 
we Mengenverhialtnis: 0,2 ¢ Gelatine: 20 cem Saure. 
odie Molaritat Que ilhéhe Antangs:Py End«py Aufgenommene Sauremole 
Pp] 
LTO 0.007 80 2.29 3.10 12 10 
0.008 S2 2 2 3.0 13.6.10 
0.009 85 2.95 2.85 15 .10 
0.01 RH 219 259 13.4.10 
0,02 88* 1,99 2.07 10.10 
0.03 Sl 1,87 1,92 (12 .10 
Be 0,04 78 1,80 1,83 (14 . 1%) 
ler 0,05 72 1.74 1,76 (4 . WW) 
Phos . noe 
Tabelle XVI. 


Siureaufnahme und Quellung von Pulvergelatine in Phosphorsiure. 





Mengenverhaltnis: 0.2 ¢ Gelatine: 50 ccm Saure. 
, Molaritat Quellhohe Anfangs-py End-py \ufgenommene Sauremole 
— 0.003 104 2.55 3,00 i) 10 
0,04 112 2.46 2.76 9.5.10 
‘ 0,095 118 2.40 2.62 1 .10° 
0,007 118 2,29 2.46 11 1”) 
0,008 120* 2,26 2.41 12 .19 
0.009 116 2.23 9 36 12.5.10 
0,01 116 2,19 2,32 12.5.10 
0,02 106 1,99 2.09 (12.10 


Diese Quellversuche stimmen mit den an Salzsiure in folgenden 


Punkten iiberein: 


1. Die Lage 


haltnis abhangig. 


und Héhe des Quellmaximums ist vom Mengenver- 
Je gréBer der Uberschu8 an Quellfliissigkeit, desto 


gréBer ist die Quellung im Maximum und um so mehr wird das Maximum 
ins Gebiet der schwachen Konzentrationen verschoben. 
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2. Das Maximum der Quellung wird zusammen mit der maxinia\; 


Saureaufnahme erreicht. 


3. Das Quellmaximum tritt 


bei einer bestimmten Wasserstof 


ionenkonzentration (nicht Gesamtsaurekonzentration) auf; der py. Wer 
des Quellmaximums ist von dem angewandten Mengenverhaltni. 


hangig. 


In allen iibrigen Punkten, also absolute Héhe des Quellmaximums 
und Menge der aufgenommenen Saure, bestehen Verschiedenheite; 
zwischen den einzelnen Sauren. Zunachst jedoch sollen die Uberei; 


stimmungen besprochen werden, und zwar erhebt sich sofort die Frag, 
ob dieses iibereinstimmende Verhalten fiir alle Sauren gilt, insbesonder 
auch fiir schwache Siuren, wie Ameisensdure und Essigsaure.  [)j 
Schwierigkeit, die eine solche Untersuchung bei schwachen Saurep 
vorfindet, liegt darin, daB man sehr hohe Konzentrationen anwende1 
mu}, um den fiir die maximale Quellung erforderlichen pg-Wert 

erhalten, und daB die von der Gelatine gebundene Saure einen gaw 
geringen und daher schwer zu messenden Bruchteil der Gesamtsaure. 


menge darstellt. 


In der folgenden Tabelle sind die hier untersuchten 


Sauren zusammengestellt und ihre zur maximalen Quellung notwe: 
digen Konzentrationen angegeben. Die Zahlen der vierten Spalte gebe: 
den Prozentsatz an Gesamtsaure an, der im Maximum von der Gelatin 
aufgenommen wird. Die fiir die maximale Quellung bei 0.2 g Gelatin 
und 50 cem Saure notwendige Wasserstoffionenkonzentration liegt bx 


etwa Pu = 3.3. 


geben gerade diesen py-Wert. 


Sauremenge. 


Tabelle XVII. 


Saéureaufnahme bei maximaler Quellung in Prozenten der angewanit: 


Mengenverhaltnis: 0.2 ¢ 


Pulvergelatine : 


Die angewandten Konzentrationen (dritte Spalte) er 


50 cem Saur 





Art der Saure 


Salzsaure . 


Schwefelsaure 


Phosphorsaure 


Ameisensaure . 


Essigsaure 


_ 


to 


we 


Dissoziations- 


konstante 
4 .%* 
17 .10° 
11 .10° 
3 .10" 
36 .10-% 
2,05 . 10-4 
1,86 . 10-5 


Saurekonzentration 


bei welcher das 
Quellmaximum 
erreicht wird 


(Pu = 2,3} 
Mol | Liter 


0,005 


001 


0,008 


0,2 


9 


Saureautnabme in 


der Gesamtsaure, d« 


in der Quelifluss: 


keit vorhanden wa 


etwa 5) 
» 50 
, 30 
» 1,25 
0,125 


ki 
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‘Xiihalel Die letzten beiden Zahlen der vierten Spalte sind nach den Werten 

- HCl berechnet unter der Annahme, daB die Siureaufnahme gleich 
serst «ge Diese Annahme trifft, wie wir spater sehen werden, nur annahernd 
Dy Wert . Man sieht aus den Zahlen dieser Tabelle, daB die Feststellung der 
Hnis gh.ggegenommenen Sauremenge bei Ameisen- und Essigsaure auf grobe 


hwierigkeiten stéBt, da die Konzentrationsabnahme wahrend der 
ellung bei Ameisensaure dicht an der Fehlergrenze der MeBmethoden, 


XImMume » _s - ° ° . ° _— . 
Essigsiure innerhalb derselben liegt. So ist es bei Essigsiure weder 
nheiter 4 > = . - . 
, “Birimetrisch, noch elektrometrisch méglich, die Saureaufnahme bei der 
rerery > . . : . 
. ““ Bwegebenen Konzentration zu bestimmen; bei Ameisensaure dagegen 
rage . . on — 
li elingt es durch Titration (s. Tabelle X VIII). 
Onder 
. Di Die zweite Schwierigkeit, dab bei den angegebenen hohen Kon- 


Siiupen pentrationen die Gelatine kein echtes Quellungsmaximum zeigt, son- 
“enden (geen daB sie sich lést, l4Bt sich dadurch umgehen, da man bei mdg- 


ert 2) gpcbst niederer Temperatur arbeitet, wobei die Gesamtquellung der 
: gan; gvelatine unterhalb der Kohasionsgrenze des Gels gehalten wird. Man 
siiure. @undet dann tatsachlich das Maximum bei den angegebenen, nach dem 
chtep [Ere Wert vorausgesagten Konzentrationen. Wir erhalten also Werte, 
Sen Jie in bezug auf die Lage des Quellmaximums von den Werten 
rebey (on Kuhn verschieden sind. Die Kuhnschen Werte geben aber, 
latine ee Schon auf Seite 345 ausgefiihrt wurde, nicht die wahren Quell- 


atine Maxima an. 


t he T abe lle X Vill. 


jyellung der Pulvergelatine in Ameisenséure. Mengenverhaltnis: 0,2 ¢ 


Gelatine: 50 cem Séure. Temperatur 3°C. 





Antangs-py 


Normalitat Quellnohe . Autgenommene Saure (titrimetrisch) 

ate (= Endep) 
t 
— 0.05 58.5 2.43 
in 01 59 2,33 
¢, dic , , : 
wis 0.20 60* 2.22 30.10-° 3°, der Gesamtsaure 
| War 

0,25 59 2,05 

05 D6 1.88 

0.75 55.5 1,76 — 


Die End-pg-Werte ergeben gegeniiber den Anfangs-py-Werten 
keinen meBbaren Unterschied, weswegen diese Spalte weggelassen 


wurde. 


Véllig unméglich ist die Bestimmung der aufgenommenen Essig- 
sture im Maximum; aber auch bei Essigsaure gelingt es, bei Quellung 
in der Kalte das echte Maximum zu erhalten. 
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Ta 


Quellung von Pulvergelatine in 


belle 


XIX. 


Essigsaure. 





Mengenverhalt: 





Gelatine:20cem Séure. Temperatur 0° C. 
. Anfangs-p 
Normalitat Quellhohe " PH 

(= End-py) 
l Dd: 2.30 
1,25 bs 2,21 
1.5 66 2.14 
1.75 6S* 210 
2 65 2.02 
Tabelle XX. 
Quellung von Pulvergelatine in Essigséure. Mengenverhaltni- 


Crelatine: 50 cem Sdéure. 


Temperatu 


r of C 





Normalitat 


0.1 
0,25 
0.5 


or-10 


0 


wwe 


(Quellhéhe 


42 
50 
55 


61 


61* 


of 
56 


(= 


Antangs-Dy 


End-py) 


Oo bo bO DO bo bo be 
mI We Or-3 & 
—>Ccr 


~~ 


Diese Versuche ebenso wie die bei Ameisensaure sind wegen 


technischen Schwierigkeiten nicht so genau, wie die der starken Siur 


mit denen es sich in jeder Hinsicht besser arbeiten laBt. Trotzc 


diirfte es deutlich sein, da8 die drei am Anfange dieses Abschr 


hervorgehobenen Punkte nicht nur fiir Salzsiure, sondern auch 


zweibasische und schwache Siuren gelten. 


Man wire nun versucht, diese Ergebnisse fiir alle Sauren zu 


allgemeinern. Es ergibt sich aber bei Durchsicht der Literatur, besonder 
der Kuhnschen Arbeit, daB man hierbei vorsichtig sein mub. Die letz 
genannte Arbeit liefert ein ausgezeichnetes Material, um die Gilt 


keit der hier entwickelten Gesetzmabigkeiten nachzupriifen. Kuhn | 


etwa 50 organische Sauren einzeln 


suchungen sind hier nur diejenigen heranzuziehen, die ein echtes Maximw 


untersucht. 


Von diesen Unte: 


der Quellung zeigen, wo also der absteigende Ast Fallung und n 


Lésung bedeutet. Ferner fallen diejenigen Kurven weg, bei den: 


infolge von Schwerlislichkeit kein Umkehrpunkt der Kurve erré 
wird, sondern die nur einen ansteigenden Ast aufweisen. 


Auf Grund dieser Auslese bleiben von den 53 untersuchten Saure: 
nur noch 18 iibrig, bei denen ein echtes Maximum erreicht wurde, «a: 


also wahrend der auf drei Tage ausgedehnten Quellung seine Lag: 


bezug auf die Konzentration nicht anderte. 
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iese 18 Séuren sind in der folgenden Tabelle, nach der Groébe 
issoziationskonstante geordnet, angefiihrt. Die py-Werte stammen 
t aus der Kuhnschen Arbeit, sondern sind nach den Werten der 
beiden Spalten errechnet worden. Da das Mengenverhiltnis bei 


ven Versuchen 0,2 g: 20 cem betrug, so muB das Quellungsmaximum 
2 zuerwarten sein, Tatsichlich liegen die errechneten py-Werte 


\usnahme der letzten vier in der Nahe von 2, und man mu in An- 


Tabelle X XJ. 


Dic Werte, auBer von Spalte 4, stammen aus der Arbeit von Auhn 





1 2 3 4 5 
. 
Konzen- Pa Wert ; 
=f Name der Saure Dissoziations- tration der errechnet Ouale der 
konstante maximalen Bre a — ung im 
Werten Ger aximum 
Quellung ut 


Spalten 2 u. 3) 


Glykolsaure . 1.5.10-* 03 2.17 Si 
\pfelsdure . 4.0.10-4 01 2,29 92 
Sulfanilsaure . 6,2.10°4 0,025 2.49 91.6 
4 ( 1tronensaure 83.1074 O09 2.06 y2 
r-Weinsaure 9,7. 10-4 0,05 2.15 92 
Fumarsaure 1.0.10 0,02 2.05 93 
Malonsaure Lo. 10 0.05 2.35 44 
s Maleinsaure 13.10°3 0,02 1.95 “4 
+ Ovxalsaure 40.10 0,02 2,04 102 
Dichloressigsaure . 50.107? 0.01 2.06 102 
’ . Benzolsulfosaure 2.0.10" 0.009 2.09 105.9 
i 2 Pikrinsaure : 16.107! 0.005 2,30 88.6 
mn Naphthalinsulfosaure 2.7.10" 0.01 2.02 12 
Zhe 4 lrichloressigsaure 3.0. 1071 O01 24) SS 
Nittes ) Tannin 2.0. 10-°** 0,001 3,85 
h # ) Phenol 13.10°° 0.1 3.44 
7 Hydrochinon . 1,1 .10°° 01 3.47 
8 Brenzkatechin *** 3.3 .10-* 01 3.24 
* Die Berechnung der Pyq-Werte erfolgte fir die schwiacheren Sauren (Dissoziations- 
Lens sonstante <« 10-2) nach der Formel A \&. Saurekonzentration. Fir die starken Séuren nach 
ti t k 
r Formel A = | 4 + k. Saurekonzentration >" 
ilt 


* Die Dissoziationskonstante des Tannins wurde aus den Werten dreier Py+Messungen 

hat , [H}? 
n Tanninlésungen verschiedener Konzentration nach der Forme! / . : 
lanninkonzentration — [H’] 





tT 
a erechnet 
hi 
lanninkonzentration Pu: Wert Dissoziationskonstante Mittelwert 
re 0.01 33 264.10-5 
0,001 3,89 19 .10 20.10 
0.0001 45 1,46. 10 
Hierbei ist das Molekulargewicht des Tannins mit 1600 angenommen. Dieser Wert hat 
re? wenig Bedeutung, da eine wasserige Tanninlésung durch die sofort einsetzende Hydrolyse immer 


allussaure als Verunreinigung enthalt. Die tatsaichliche Dissoziationskonstante ist nicht fest- 
stellbar. Vielleicht ist die Aziditat des Tannins tiberhaupt nur auf abbydrolysierte Gallussaure 
uruckzufuhren 


*** Dieselben Eigenschaften wie Tannin, Phenol, Hydrochinon und Brenzkatechin scheint 
die Salicylsulfosaure zu besitzen. W. Ostwald und A. Kuhn, Kolloid-Zeitschr. 30, 234, 1922 
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betracht der Tatsache, daB die von Kuhn gewahliten Konzent; 

oft ziemlich weit auseinander liegen, die Ubereinstimmung fiir |p; 
digend halten. Die vier zuletzt angefiihrten Sauren zeigen diese CU). 
einstimmung allerdings nicht; aber man wird von den Phenol 
ihren Derivaten ebensowenig wie von Tannin erwarten, dab s\: 
genau wie die erwaihnten Sauren verhalten. Bei diesen Kérper 
den Gerbstoffen so nahe stehen, tiberwiegt die faillende Wirkung 
quellende, d. h. die Fallung tritt auf, bevor die maximale Que|luy 
auf Grund der H-lonen-Aufnahme erreicht wird. 

Die Zah] der Saiuren, bei denen das Quellmaximum bei einem gary 
bestimmten py-Wert auftritt, kann auBerdem auf Grund der eigeney 
Versuche um folgende Sauren vermehrt werden: Organische Siure; 
Essigsiure und Ameisensiure; anorganische Sauren: HCl, HBr, HJ 
HNO,, H,SO,, H,AsO, und H,PO,. Nunmehr ist der SchluB erlauy 
daB die beschriebene Gemeinsamkeit der Saurequellung allen Siurey 
zukommt, mit Ausnahme der ganz schwachen Sauren, die zugleic! 
eiweibfallend wirken. 

Es besteht eine funktionelle Abhangigkeit zwischen Dissoziat 
konstante und Séurekonzentration bei maximaler Quellung Cyay. wi 
durch die Gleichung: 


Cmax. = 1 A max + hmax 
wiedergegeben wird. Hierbei bedeutet: 


Cmax. die Konzentration der angewandten Lésung | 
hmax. die Wasserstoffzahl der betr. Saurelésung | 
k die Dissoziationskonstante der angewandten Sdaure. 


beim Quellmaximum 


Diese Formel geht einfach aus der bekannten Beziehung: 
2 
:s= “ 1 
a—h 
hervor, .wobei k die Dissoziationskonstante, a die angewandte Siu 
konzentration und A dié Wasserstoffzah] darstellt. Dieser Forme! ¢ 
man besser die Form: 
a=k~—!.h? +h, d.h. die Form (1). 


h ist der Parameter der Funktion zwischen a und k, und die GréBe die» 
Parameters ist von dem gewahlten Mengenverhaltnis abhangig. Abb 
zeigt die graphische Darstellung dieser Funktion. Besser laBt sich 
funktionale Zusammenhang feststellen, wenn man die Gleichung na 
einer kleinen Umformung logarithmiert und dann graphisch darstel!' 


C __ Amax. . (Amax. +k) 
max. = k 


log Cmax. log Amax. + log (hmax. + k) — log k. 


Die Darstellung dieser Funktion zeigt Abb. 15. 


1 Alles nahere s. L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentratio: 
2. Aufl. Berlin 1922, S. 35ff. 








Quellung der 


fabelle XXII gibt die der graphischen Darstellung zugrundeliegenden 


Gelatine. 























Werte wieder. 
Tabelle XXII. 
qusammenhang zwischen Cyax, und Dissoziationskonstante fiir das Mengen- 
verhaltnis: 0.2g¢:20ccem. (Prmax =.) 
k log k Cmax log Cmax 
0,01 —?2 
102 2 0.010 001 1,999 96 
10! 1 0.01001 — 1,999 57 
10° 0 0.0101 — 1,995 68 
1? 1 0.011 1,954 68 
10-? 2 0,02 - 1,698 96 
10-3 »g 0.11 0,958 61 
10-4 4 1.01 + 0,004 32 
o7 
| 
8 O05 
S 
A 
0,07; 
0 a as SS ee ee 
o—p ff 
Abb. 14 
Graphische Darstellung der Funktion (,,,,. = *~' - max. + Amnax 
Wert der Konstanten 4 = 10-2 
5 
¥ 
Sy 
SB 
2 
— 
ine 
Ne 3 2 7 723 # § 
7 
2 
3 
4 
5 
Abb. 15. 
Graphische Darstellung der Funktion log Cyjaxy = log Ayax. + 108 max. + *)- log 


Wert der Konstanten A = 10-° 


Auch Kuhn fand auf Grund seiner empirischen Daten eine dhnliche 
Er schreibt 8. 205ff.: ,,Es zeigt sich namlich der Wert der Kon- 


Kurve. 
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zentration der maximalen Quellung in der Tat durch den Dissoziat 

bestimmt. Freilich handelt es sich nicht um eine einfache Proport i: 

eine lineare Beziehung zwischen Dissoziationskonstante und Cyyax.. 

um eine verwickelte Kurve. Man kann hierfiir den erwihnten Solb 

prozels verantwortlich machen, der sich tiber den rein chemischen \ 

lagert. Nach dieser Auffassung wiirde bei Sauren mittleren Dissoz 

grades die Solbildung eine besonders grofe Rolle spielen.** \ 
Kuhn hatte also fiir den Fall, dali die Solbildung ausgeschaltet 

eine lineare Beziehung zwischen Cyax. und & erwartet, und er 

Solbildung die Schuld an dem Zustandekommen der hyperbolischen |] 

der Kurve. Es zeigt sich aber, dab diese Form der Kurve trotz d« ‘ 

bildung bereits zu erkennen war und dab sie durch Ausschaltung «ci lj 

bildung nur noch besser erfiillt wird. Infolgedessen ist die Schlubifoly 

Kuhns, daB bei Séuren mittleren Dissoziationsgrades die Solbilduny 

nehmlich auftritt, irrtimmlich. Sondern es wird gezeigt werden, da 

abnehmendem Dissoziationsgrad die Solbildung zunimmt. 


K 
2. Die Unterschiede der Quellhéhen im Maximum bei verschiedenen Sa N 
Zur Beantwortung steht nun die zweite Frage: Wie sich der Grad 
der Quellung und der Saureaufnahme bei den einzelnen Sauren gestalte \ 
und ob eine Abhangigkeit von der Dissoziationskonstante der Siiur \ 
und der Natur des Anions zu erkennen ist oder nicht. In diesem A} 
schnitt soll also die Wirkungsverschiedenheit der einzelnen Siur 
untersucht werden ‘ 
Man kann die Aufgabe, was die Quellung betrifft, auf zweier) \ 
Weise zu lésen versuchen: 1. Man vergleicht nur die Quellmaxima a { 
ihre absolute Hoéhe miteinander. 2. Man vergleicht die Sauren nur aut \ 
die Form des aufsteigenden Astes der Quellkurven miteinander. 1D n 
erste Methode ist offenbar die naheliegendste, da das maximale (ue!) i 


vermogen einer Saure am meisten interessiert. Die zweite, besoncers 
von der Ostwaldschen Schule bevorzugte Methode errechnet aus ci 
empirischen Kurvenwerten des aufsteigenden Astes zwei fiir die betret 
fende Siiure charakteristische Konstanten. Diese Zahlen kommen s 
zustande, daB der Anfang des aufsteigenden Kurventeiles, soweit 
der Exponentialgleichung x= q.c" entspricht, zur Berechnung de: 
Konstanten q und » dieser Gleichung ausgewertet wird. Diese Zahile: . 
werden .,.Konstanten der Quellungsgleichen’ genannt. Der Vergleic! 
verschiedener Sauren ist hier gegeniiber der ersten Methode dadw 
erschwert, dab zwei Zahlen auftreten, dort aber nur eine Zahl gefunde: 
wird. Auch ist die Bestimmung der Konstanten g und v nur dan 
zulassig, wenn die Kurvenpunkte des aufsteigenden Astes dicht genug 
stehen!; ferner wird das Gebiet um das Maximum herum, das ja an 


! In einer neueren Arbeit (4A. Adler, Kolloid-Zeitschr. 48, 313, 1927 
fiihrt diese Berechnung zu offenbaren Fehlern. Die ersten sechs Wert 
fiir q der Tabelle XIX in der genannten Arbeit sind entschieden zu kk | 
Diese Werte stellen die Quellhéhen bei n 1000 Saéuren dar und diirfter 
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reressantesten ist, durch diese Berechnung nicht mit erfaBt, da ja 

diesem Bereich die Exponentialfunktion nicht mehr gilt. Ein wei- 

rer Nachteil ist der, daB mit zunehmendem QuellfliissigkeitsiiberschuB 

Vorga: ep aufsteigende Ast den Charakter einer Adsorptionsisotherme ver- 

' ert. Diese Nachteile waren zu ertragen, wenn die von verschiedenen 

jutoren gefundenen Konstanten irgend einen Zusammenhang mit den 

onstigen Eigenschaften der Sauren erkennen lieben. Das ist aber nicht 

a} ; ler Fall, sondern gerade diese Methode hat zu dem SchluB gefiihrt, 

ler S i} jeder Saure eine spezifische Wirkung zukommt, ein SchluB, der 
ler S lie GesetzmaBigkeit der Saurewirkung zu verdecken geeignet ist 

es Infolgedessen wurde hier die erste Methode angewandt, d. h. es 

wurden lediglich die Maxima der Kurven miteinander verglichen, und 

war so, daB die dem Maximum beiderseits am nachsten liegenden 

kurvenpunkte bei dem Versuch mit wiederholt wurden. Die einzelnen 





a Sauren wurden immer gegen Salzsiure gemessen, weil Salzsaure zur 
Grad §J Sandardsiure am besten geeignet ist. Es versteht sich, dab diese 
‘talter [J Vergleichsmessungen bei gleichen Mengenverhaltnissen vorgenommen 
Sadun werden miissen. 
n Al Die Untersuchung einer Saure auf ihre maximale Quellung spielt 
fiure sich also in zwei Einzeluntersuchungen ab: 1. Die Bestimmung der- 
jenigen Konzentration, die dem Quellmaximum entspricht. 2. Der 
ierk Vergleich des Maximums gegeniiber dem Salzsiuremaximum. Infolge 
a aut ler Anordnung, daB bei 2. nicht allein der Versuch der maximalen 
r auf Quellung, sondern die beiderseitig benachbarten Versuche der Reihe | 
Di mit wiederholt wurden, war eine Kontrolle gegeben, dab das Maximum 
nel wirklich erfaBt worden ist. 
vers Als Beispiel sei die Untersuchung der Salpetersiure angefiihrt. 
a Versuch 1. 
- Bestimmung der Salpetersiiurekonzentration, welche die maximale Quellung 
), hervorruft. . 
alt Tabelle XXIII. Quellung von Pulvergelatine in Salpeterséure, 
hk Mengenverhaltnis: 0,2 g¢ Gelatine: 50 cem Saure. 
elc] Normalitat Quellhoéhe Normalitat Quellbohe 
irc} 
der 0.001 43 0,006 90 
0,002 65 0,007 87 
ani 0.003 77.5 0,008 85 
nug 0,004 87 0,009 84 
0,005* 99 0,01 &1 





nicht kleiner sein als die Quellhéhen fiir reines Wasser, da verdiinnte 
oo Siuren bei salzfreien EiweiSkérpern héher oder mindestens ebenso hoch 
juellend wirken wie reines Wasser. Der Verfasser ist deswegen zu zu 
kleinen Werten gekommen, weil er fiir die Berechnung von q und nm zu 
ber wenig, in manchen Fillen nur zwei experimentell ermittelte Werte heranzog. 


Biochemische Zeitschrift Band 209. 24 
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Die py-Messungen wurden hier unterlassen, da bekannt! 
pu-Messung bei Salpetersiiture auf Schwierigkeiten st6Bt. Die | 
stimmung der Titrationsergebnisse in Versuch 2 zeigt aber, dal} Say 
aufnahme und Quellung bei Salpetersiure und Salzsiure analogy ye; 
laufen. 


Versuch 2. 


Vergleich der absoluten Quellhéhen im Maximum bei Salzsaéur 
Salpeterséure. 


Tabelle XXIV. 





N litat Quellhohe Autgenommene Saure 
Normalita bei 20°C bei 2°C (titrimetrisch) 
Salzsaure. 
0,005 121 10.75 . 10-5 
0,006 124* 48 12.0 
0,007 120 12,0 
Salpetersaure. 


0,004 114 
0,005 119* 47 
0,006 118 


Dieser Versuch erlaubt also die SchluBfolgerung, daB das Que! 
vermégen von HC] gréBer ist als das von HN O,, ein Ergebnis, das aller 
dings mit dem Befund von Kuhn, sowie dem von D. J. Lloyd und 
W. B. Pleass' in Widerspruch steht. Ferner zeigt dieser Versuch, dal 
die Reihenfolge der Sauren Salzsiure — Salpetersiure bei verschiedene: 
Temperaturen unverandert in Erscheinung tritt; diese Feststellung ist 
deshalb wichtig, weil bei Essig- und Ameisensiiure der Versuch nur |x 
niederen Temperaturen ausgefiihrt werden kann. 


Da in der Lloydschen Arbeit die Unterschiede zwischen HCl] w 
HNO, durch die Gewichtsmethode festgestellt wurden, so war es notwendig 
ebenfalls mit der Gewichtsmethode diese Feststellung nachzupriifen. 


Quellung von 0,2 g Gelatinescheibchen in 50 cem Salzséiure und Salpeter 
siure. 





Endgewicht in g nach 


3 Std. 6 Std. 20 Std 


0,005n HNO;...... 1,24 1,85 3,16 
0.005n HCL .. 2... 1,33 1,90 2.93 


Man findet anfangs eine gréBere Queilung bei HCl; nach eine 
langeren Zeit ist die Gelatine in HNO, nachgequollen und hat ein héheres 
Gewicht erreicht als die in HCl gequollene Gelatine. Man findet also nw 
dann héhere Quellung bei HNO,, wenn man iiber eine lange Quelldauer 


Biochem. Journ. 22, 1008, 1928. 
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is den Vergleichsversuch ausdehnt. In der Tat haben Auhn nach 

4 bew. 48 Stunden und D. J. Lloyd nach 48 Stunden ihre Ablesung vor- 

enommen. Die reine Saéurequellung aber, die bei kurzfristigen Quell- 

rsuchen in den Vordergrund tritt, ist bei HC] starker als bei HNO,; 

Veptisierungsquellung, die erst bei langerer Quelldauer ihren Einflub 

end macht, ist umgekehrt in HNO, starker als in HCl. Das entspricht 

) der Stellung des NO,-Ions in der Hofmeisterschen Reihe. Man kann 

hieraus ersehen, dali die quellungsférdernden Eigenschatten det 

nen, nach welchen sich die Hofmeistersche Reihe anordnet, die Pepti- 

rungsquellung betrifft und nicht die Elektrolytquellung. Wir werden 

esen Befund bei der Untersuchung der Quellung der Gelatine in Neutral- 
ven bestatigt finden. 


Die Versuche mit anderen Sauren sind nur in ihren Endergebnissen 
ngegeben. Dabei ist die Salzsiurequellung im Maximum mit 100 an- 
gnommen, und die anderen Maxima sind darauf umgerechnet. Fol- 
gnde Tabelle enthalt die Ergebnisse, 


Tabelle XXV. 


Vergleich der Quellwirkungen verschiedener Séuren. 
0.2 ¢ Pulvergelatine: 50 ccm. 


Mengenverhaltnis: 





Quellhéhe 
im Maximum 


Konzentration 


He Wert 
in Mol Liter P 


Art der Saure 
im Maximum 


Mineralsauren. 
Ea, ee 0,005 2,29 100 
Ee ee on 0,005 2,25 96 
| ES ee 0,005 2,26 100 
iBr.. et Sa eae 0,005 2.30 101.5 
1, AsO, 0,008 2.33 97 
1,PO,. rs ee 0,008 2.31 97,5 
A ee ae 0,01 2.31 5S 
Organische Sauren. 
\meisensdure ... . , 0,25 2,22 101 
0 1.5 2.30 125 
tronensaure 0.025 2.30 99 . 
Valonsa&ure 0.015 2.32 104 
Se 0,02 2,33 102 
ixalsaure . 0,015 2,20 100 


Man kénnte nun die Sauren in einer Reihe anordnen, der Héhe des 





Maximums entsprechend. Doch hat diese Anordnung keinen Sinn, da 
mehrere Einfliisse erkennbar sind, welche den Grad der Quellung be- 
einflussen, naimlich: a) die Wertigkeit, b) die chemische Natur des Anions 


ind c) der Dissoziationsgrad der Saure. 


a) EinfluB der Wertigkeit des Anions auf die Quellhéhe. 
Der Einflu8B der Wertigkeit kann bei Vergleich der Salzsiure mit 
der Schwefelsaure nicht itibersehen werden. 


Wirkungsverschiedenheit dieser beiden Sauren die Theorie 


Loeb stellte auf Grund der 


auf, daB die 


24° 
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zweibasischen Sauren halb so stark quellen wie die einbasische), \, 
daB im ibrigen die Quellung nur von der Wasserstoffionenkonzent 1 \ 
abhange. Der gréBte Teil der zweibasischen Sauren verhilt sich) })p, 
dings nicht so wie die Schwefelsiure, sondern ist, was die Quellung q 
betrifft, mehr in die Nahe der Salzsiure zu stellen. Das JaBt sich 
einleuchtender Weise dadurch erklaren, daB bei diesen Sauren jnfoly, 
anderer Dissoziationsverhaltnisse nicht so viele zweiwertige Anione, 
abdissoziiert werden wie bei Schwefelsaure. e 

Die Anwesenheit der zweiwertigen Ionen richtet sich nach deni. 
Quotienten zwischen erster und zweiter Dissoziationskonstante Jj. 
groBer dieser Quotient ist, um so weniger werden doppelt geladen 
Anionen abdissoziiert. Das umgekehrte ist der Fall, wenn der Quotien 
kleiner wird. Im Grenzfalle, wenn also k, = k, wird, bilden sich yy Hf+ 
doppelt geladene Saureionen und iiberhaupt keine einfach geladeney §" 
In der folgenden Tabelle sind diese Verhaltnisse bei den vier untersuchte: 
zweibasischen Sauren naher dargestellt. Zum Vergleich sind die Wert, 
von Kuhn und die der eigenen Versuche nebeneinandergestellt 





Tabelle XX VI. 

Abhangigkeit der Quellhéhe zweibasischer Sauren vom Quotienten /, : | ) 

\\ 

Dissoziationskonstanten Quellhéhe im Maximum > 

Name der Saure Werte eigene ' 

ky ke ky: ke nach Auhn Werte - 

72 Std. 24 Std 6 Std \ 

Schwefelsiure. . . oie 1,7. 10-2 23.5 78.5 62,3 58 * 

Fumarsiure ... a 8 .105 33 106.1 93 102 

Malonsaure . “te 1,6. 10-8 21.106 710 109 94 104 H 
Oxalsiure .... 3,8 .10-? 49.10-5 780 114 102 100" 


* Das Maximum bei Ovalsadurequelluny ist bei den eigenen Versuchen niedriger aus 
gefallen als erwartet wurde. Der Grund dafiir ist in der schwachen Calciumoxalatfallung 
suchen, welche sofort beim Zusammenbringen der Oxalsiure mit der Gelatine eine deutlich hs 
Triibung der Gelatine hervorruft und die Quellung der Gelatine hemmend becinfluft. kK 


Es zeigt sich also, daB der Grad der Quellung von der Konzentrs 
tion der antagonistisch wirkenden bivalenten Ionen bestimmt wird . 
je gréBer diese wird, um so geringer ist die Quellung im Maximun Q 
Diese Reihenfolge tritt deswegen nicht so deutlich in Erscheinung E 
wie es wiinschenswert ware, weil noch nicht die andere, spiter zu |» 8 
sprechende Abhangigkeit der Dissoziationskonstante auf die Quellung r 
in Abzug gebracht worden ist. | 


Es liegt nun der Gedanke nahe, daB die quellungsvermindernde Wirkuny d 
noch deutlicher bei dreiwertigen Ionen auftritt. Bei den Saéuren abt <1 q 
eine solche Beobachtung nicht machen, da es keine dreibasischen Sawure 
gibt, bei welchen innerhalb des py-Bereiches von | bis 3 trivalente lon 
auftreten. Die dritte Lonisationsstufe solcher Séuren (z. B. Phosphorsa 
Arsensiéure usw.) ist erst bei stark alkalischer Reaktion existenzfaihig 
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nfluB der chemischen Natur des Anions auf die Quellhéhe. 


Mehr noch als der quellungshemmende Einflu8 der zweiwertigen 
yionen fallt bei Betrachtung der Tabelle XXV der Widerspruch zu 
on Ergebnissen von Loeb anf, nach denen alle isovalenten Sauren 
seiche Quellung verursachen. In der Loebschen Theorie kann die 
jemische Besonderheit der Anionen keine Rolle spielen, da ihnen in 
jeser Theorie nur eine osmotische Wirksamkeit zugestanden wird; 
folgedessen tibersieht Loeb die kleinen Differenzen, welche bei seinen 
\ersuchen mit einbasischen starken Séuren auftreten. Sie werden ein 
ach fiir Versuchsfehler erklirt. 

Der Umstand jedoch, dab einzelne Versuche, besonders der Ver- 
geich der Quellhéhe von Salzsaiure und Salpetersiure, dreimal mit 
emselben Resultat wiederholt wurden, deutet darauf, daB es sich nicht 
m Versuchsfehler, sondern um GesetzmaBigkeiten handelt, die nicht 
ibersehen werden diirfen. Es handelt sich also darum, zu erkliren, 
varum auBer der offenbar vorhandenen Valenzwirkung noch eine spe- 
fische Anionenwirkung isovalenter lonen besteht. Die Deutung ist 
nfach, wenn man sich nach Erscheinungen umsieht, bei welchen eben- 
ills die Wertigkeit der lonen deutlich und daneben weniger deutlich 
Wirkungsunterschiede isovalenter lonen in Erscheinung treten. Solche 
Erscheinungen sind die kapillar-elektrischen Vorgange und die Flok- 
sungserscheinungen der Suspensoide. Wenn man die Lonen nach ihrer 
Adsorbierbarkeit und der Fahigkeit, eine Ladung zu erteilen oder ent- 
adend zu wirken, anordnet, so finden wir folgende Gesetzmabigkeiten: 
|. Die Adsorbierbarkeit eines Ions steigt mit der Wertigkeit (Schulz- 
Hardysche Regel). 2. Unter einwertigen lonen sind die der Schwer- 
metalle und organische Ionen starker adsorbierbar als die der Leicht- 
netalle. Die H- und OH-lonen haben bei weitem die gréBte Adsorbier- 
barkeit. 3. Anionen unterscheiden sich in ihrer Wirksamkeit mehr als 
Kationen. , 

Betrachten wir nun im einzelnen die Unterschiede der Quellwirkung 
von isovalenten Sauren, an erster Stelle den Wirkungsunterschied von 
Salzsiure und Salpetersiture. Man kann hierfiir versuchsweise zwei 
Erklarungen angeben. 1. HCl und HNO, gelten zwar als gleichstarke 
Siuren, sind es aber in Wirklichkeit nicht, da ihre K-Salze verschiedene 
Hydrolysenkonstanten besitzen. Es ist namlich in KCl-Lésungen 
H}< [OH’}, dagegen in KNO,-Lésungen [H'] > [OH’]!. Das be- 
deutet, daB HNO, eine starkere Saure ist als HCl. Starke Sauren 
quellen aber, ganz abgesehen von der Anionenspezifitat, schwacher 
als schwache Sauren (s. naichsten Abschnitt, 8S. 366). Diese Erklirung 


1 Arndt, Zeitschr. f. anorg. Chem. 28, 370, 1901. 
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ist allerdings wenig befriedigend, da der Starkenunterschied der Supe; 
praktisch bei der Aziditatsbestimmung nicht in Erscheinung tritt 


2. Das NO,-lon diirfte infolge des N-Gehaltes eine grOBere Ad, 
sorbierbarkeit an die stickstoffhaltigen EiweiBkérper besitzen als dy 
Cl-lon. Die gréBere Adsorbierbarkeit des Anions verursacht aber avyc! 
eine groBere Gegenwirkung gegen die Quellung. Diese Erklirung finde; 
eine Bestatigung in dem interessanten und wohlgelungenen Versuch 
von V. Isgaryschew und A. Tomeranzewa', die Verschiedenheit der Que 
lung in organischen Sauren auf die chemische Besonderheit der Anione, 
zuriickzufiihren. Diese Autoren fanden bei Quellversuchen mit Case; 
u. a., daB ein Hydroxyl im Anion quellungserhéhend, eine Aminogrupy 
dagegen (Stickstoff!) quellungsvermindernd wirkt. 


Eine solche Beziehung ist offenbar auch neben der Wertigkei: 
von EinfluB, wodurch es sich erklirt, daB die Anwesenheit der zw: 
wertigen Ionen zwar in der Reihenfolge der Siuren in der Tabelle X XV 
richtig zum Ausdruck kommt, daB aber die Unterschiede der Quel] 
héhen nicht ganz den Erwartungen entsprechen. 


Wie weit die chemische Natur des Anions einen EinfluB auf div 
Adsorbierbarkeit ausiibt, 148t sich natiirlich nur versuchsweise schitzen 
Ganz allgemein ]4Bt sich sagen da’ die organischen Anionen stiirker 
adsorbiert werden als die anorganischen; ferner, daB die Molekiilgrili 
eine Rolle spielt, indem zunehmende GréBe starkere Adsorbierbarkeit 
bewirkt. Die vorliegenden Versuche sind nicht geeignet, diese Gesetz 
maBigkeiten deutlich erkennen zu lassen, auBer in dem Falle Salzsaure 
Salpetersdure. Die spezifische Wirkung der organischen Anionen lit 
sich deswegen nicht erkgnnen, weil bei den organischen Sauren ei 
starke Peptisation eintritt, deren EinfluB auf die Quellhéhe in dem 
nichsten Abschnitt behandelt werden soll. 


ec) EinfluB des Dissoziationsgrades auf die Quellhéhe. 


Die Saurequellung der Gelatine setzt sich aus zwei Einzelvorgange: 
zusammen, aus der durch Ionenadsorption und elektrischer Aufladung 
der Gelatine bedingten Hydratation, der eigentlichen Quellung und aus 
der ,, Losungsquellung**, d. h. der solbildenden und kohisionszerstérenden 
Eigenschaft der Elektrolytlésungen, die besonders in starken Kon 
zentrationen deutlich wird. Man nennt diese Erscheinung auch Pepti 
sation. Sie macht sich natiirlich auch in einer VolumenvergréBerung 
des Gels bemerkbar und wird wohl oder iibel als Quellung mitgemessen 
Der Peptisation bei einer allgemeinen Theorie der Saurequellung den 


1 Kolloid-Zeitschr. 88, 235, 1926. 
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htigen Platz anzuweisen, macht groBbe Schwierigkeiten: Loeb hat sie 
wh Méglichkeit nicht beachtet, nur bei der Essigsiure muBte er ihre 
fyistenz anerkennen, um die Ausnahmestellung dieser Siure zu er- 

ven'. Kuhn dagegen hat das Zusammenwirken der Quellung mit 
ir Peptisation durchaus richtig erkannt, aber nicht versucht, die 
widen Wirkungen unabhingig voneinander auf ihre Ursachen zuriick- 
nfihren. Die Erklarung der Peptisation im Zusammenhang mit der 
juellung ist fast immer unterblieben, und zwar deswegen, weil alle 
fir die Erklarung zur Verfiigung stehenden Prinzipien bereits zur 
leutung der echten Elektrolytquellung herangezogen worden sind. 
hieser Schwierigkeit zufolge kénnen auch hier nur einige Hinweise auf 
as Zustandekommen der Peptisierung gegeben werden. Das Ziel 
leser Untersuchung ist nicht so sehr eine Theorie der Peptisierung, 
wndern die Absicht, durch genaue Erkenntnis dieser Erscheinung 
len Blick fiir die Unterschiede gegeniiber der eigentlichen Elektrolyt- 
wellung zu scharfen und damit deren theoretische Formulierung még- 
ich zu machen. 

In erster Linie fallt auf, daB eine Peptisierung am deutlichsten in 
hen Siurekonzentrationen auftritt, und zwar beginnt die Wirkung 
ler Peptisation bereits bei Konzentrationen, wo die fallende Wirkung 
wf die Siurequellung noch nicht zu Ende gekommen ist. So gelingt 
sz. B. bei HCl nicht, durch tibermaBbige Saurezugabe die Gelatine- 
juellung bis zum Grade der Wasserquellung zuriickzudrangen, ebenso 
aicht bei H,SO,, obwobl dort das Zuriickdrangen viel leichter fallt, da 
lie maximale Quellung eine viel geringere Héhe erreicht als bei Salz- 
siure. Vielmehr wird mit wachsender Konzentration immer ein Punkt 
erreicht, bei dem der absteigende Ast aufhért, weiter zu sinken. Es 
findet entweder ein leichter Anstieg statt, oder der Quellversuch 
kann wegen Auflésung der Gelatine iiberhaupt nicht fortgesetzt werden 
s. Abb. 16) 


Abb. 16. 
Peptisierung der Gelatine in starken Saure+ 
konzentrationen. Quellung von Pulver 
gelatine in HCl. (Mengenverhaltnis : 
0.2¢:20cem.) Der punktierte Teil der 
Kurve zeigt den Bereich an, wo durch 
, —— Peptisierung eine héhere Quellung erfolgt, 
7 3 als auf Grund der Ladung der Fall sein 
—— > Dif muBte 





—> Quellhihe 
\ 


N 


Dieselbe Erscheinung ist, was hier vorweggenommen werden kann, 
bei Neutralsalzen zu finden, indem die konzentrierten Lésungen gewisser 
Salze Gelatine unter geringer Quellung zu peptisieren vermégen, so z. B. 
NaCl, LiCl, CaCl,, NaCSN u. a. m. (s. Tabelle XX XVII, 8. 390). 


1 J. Loeb, Die EiweiBkérper usw.. 8. 101 ff. 
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Dasselbe gilt von den Basen, die sogar im allgemeinen bei nie 
Konzentration zu peptisieren beginnen als Séuren. 


Es ist nun klar, daB die Peptisierung um so friither in Erschejjuny J fw 
treten wird, dabei das Bild der eigentlichen Siurequellung storen IW 
je hoher die Saurekonzentration ist, die zur Herbeifiihrung der Que|ling JE! 
angewandt werden mu. Mit anderen Worten, je schwacher eine Siu v1 
ist, um so mehr ist zu befiirchten, daB die Peptisierung eintritt, beyo; ti 
die Kurve den absteigenden, der Fillung entsprechenden Ast erkenne il 
laBt. Da nun die Peptisierung, wie noch naher ausgefiihrt werden s«|! (i 
um so mehr als Auflockerung des Gels und VolumenvergréBerung jy & * 
Erscheinung tritt, je gréBer die gleichzeitige Siurequellung _ ist s 
so ist es verstandlich, dab die Gesamtquellung mit abnehmende: 
Dissoziationskonstante zunehmen wird. Das beste Beispiel _hierfiy r 
liefern Ameisensiure und _  Essigsiure, von denen auf Grund 
der organischen Natur des Anions zu erwarten wire, dal} si I 
weniger quellen als Salzsiure. Wie aber das Experiment lehrt d 
zeigen sie eine hédhere Quellung, und zwar ist die Essigsiure de: d 


Ameisensiure auf Grund der kleineren Dissoziationskonstante a) 
Quellwirkung iiberlegen. d 

Die Kuhnsche Arbeit bietet auch hierfiir Belege: ein unechtes Maximu 
zeigen Ameisenséiure, Essigsiure, Propionséure und n-Butterséure, welch r 
zu den schwiichsten der angewandten Saéuren gehéren. Von den dr ) 
chlorierten Essigséuren hat nur die erste ein unechtes Maximum, die beide: 
anderen zeigen infolge ihrer starkeren Dissoziation ein echtes Maximun 
Ebenso tritt bei der schwachen Cyanessigsiure und Bromessigséure ei: 
unechtes Maximum auf. Der Satz: Je schwacher eine Saéure, um so grébe 
die durck die Peptisierung bedingte Quellung im Maximum, laBt sic! 
jedoch nicht auf Saéuren ausdehnen, die noch wesentlich schwacher sini 
als Essigséiure (etwa Borséure), weil bei solchen Saéuren auch bei der starkste: 
Konzentration diejenige Wasserstoffionenkonzentration nicht erreicht 
werden kann, die fiir die maximale Quellung notwendig ist. 


Eine Erklarung der Peptisierung mu8 natiirlich ganz anders aus 
fallen als die der Saurequellung. Man kann sie darin suchen, dai i: 
konzentrierteren Elektrolytlésungen die Quellfliissigkeit ihre Natur ge. 
andert hat. Mit steigender Konzentration tritt ein Punkt ein, bei dem 
Wasser nicht mehr als Lésungsmittel, sondern seinerseits als geliste: 
Stoff zu gelten hat. Von diesem Punkte an diirfte auch gegeniiber 
der Gelatine eine andere Lésungsbedingung als die in wiisserigen 
Lésungen in Kraft treten. Eine allgemeine Eigenschaft solcher 
hochkonzentrierten Elektrolytlésungen ist die, Wasser zu ent 
ziehen. Wir wollen nun im folgenden wahrscheinlich machen 
daB die Peptisation eine Wasserentziehung bedeutet, so paradox 
das im Hinblick auf die gleichzeitige Férderung der Quellung 
klingen mag. 
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is bieten sich hierfiir zwei wichtige Belege: 1. Die Analogie mit 
ler Losung der Gelatine durch Warme ; 2. die Analogie mit der Schrump- 
‘ung von Faserkollagen, der Muttersubstanz der Gelatine, die in gleicher 
Weise durch Warmewirkung und durch Einwirkung konzentrierter 
Elektrolytlésungen hervorgerufen wird. Zu 1. Die Lésung eines elektro- 
‘tireien Gelatinegels durch Erwarmen ist eine Desaggregierung, wobei 
ie Gelatinemicelle ihre Wasserhiille verkleinert. Bei Temperaturen 
ter 30°C ist die Micelle des Gelatinegels mit Wasser gesattigt. Der 
Gelzustand bedeutet, daB kein freies Wasser vorhanden ist. Beim 
Schmelzen geben die Micellen Wasser ab, etwa so wie viele anorganische 
Salve in ihrem Kristallwasser schmelzen!. Wenn man also das Schmelzen 
einer gelférmigen Gelatine als Peptisierung bezeichnen kann, dann be- 
mht die Peptisierung sicherlich auf Wasserentziehung. 


Von besonderer Wichtigkeit ist dabei, daB die Lésung des elektro- 
lvtfreien Gels durch Warme fast ohne Quellung stattfindet ; ist dagegen 
das Gel durch Saure gequollen, dann tritt jene starke VergréBerung 
der Quellung ein, welche im Anfangsteil dieser Arbeit (S. 333) Lésungs- 
quellung genannt wurde. Diesen Zusammenhang erkennt man gut aus 
den Kurven der Abb. 3, aus welcher zu ersehen ist, dab eine isoelektrische 
Gelatine (pu = 5) eine absolut unbedeutende Volumenzunahme durch 
die Temperatur erleidet, die temperaturbedingte Quellung aber um so 
grbBer wird, je mehr sich die py-Werte der betreffenden Gele von 5 
entfernen. 

Zu 2. Diejenigen Bedingungen, welche die Peptisierung der Gelatine 
veranlassen, tiben auf die Muttersubstanz der Gelatine, das Kollagen, 
eine eigentiimliche Wirkung aus: die der ,,.Schrumpfung’ oder des 
Zusammenschnurrens. Die Bedingungen dafiir sind Erwarmung iiber 
70°C oder Einbringen in gewisse konzentrierte Elektrolytlésungen. 
Die Ubereinstimmung dieser Erscheinungen mit der Peptisierung der 
Gelatine und besonders das Zusammenfallen bei ganz bestimmten 
Elektrolytlésungen ist so auffallend, daB ein Zusammenhang zwischen 
ihnen bestehen muB. Die Schrumpfung durch Warme nennt man 
auch thermische Verkiirzung?; sie spielt bei der technischen Beurteilung 
der Gerbwirkung (Kochfestigkeit) eine Rolle. Diese Schrumpfung 
findet nun unter Wasserabgabe statt®, ist also gewissermaben eine 
Entquellung. Es muB aber betont werden, daB es sich hier nicht um 
eine séuregequollene, sondern um eine native, wasserdurchtrankte 


1 J. Eggert und J. Reitstétter, Zeitschr. f. phys. Chem. 128, 364, 1926. 
2 A. Ewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 105, 115, 135, 1919. 
3 E. Wohlisch und René du Mesnil de Rochemont, Zeitschr. f. Biol. 85, 


406, 1927. 
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Faser handelt, bei der man diese thermische Verkiirzung bisher py 
beobachtet hat. 


Unterwirft man nun eine durch Saurebehandlung maxima! 
gequollene Faser der Einwirkung erhéhter Temperatur, so findet, trot 
dem bereits die Faser durch die Quellung verkiirzt war, der gleicly 
Vorgang der Schrumpfung statt wie bei der ungequollenen Fase; 
Hierdurch wird gezeigt, daB das durch Sturequellung aufgenommen, 
Wasser ein anderes ist als das durch die thermische Kontraktion en; 
zogene Wasser'. 

Die Ausfiihrungen iiber die Gleichzeitigkeit der Quellung dure} 
Sauren und die Entquellung durch Erwiirmung der Kollagenfase; 
waren notwendig, um zu zeigen, daB auch bei Gelatine die Gleichzeitig 
keit von Wasserentziehung bei der Peptisation und Wasseranlagerung 
auf Grund der lIonenadsorption sich nicht gegenseitig aufzuheben 
brauchen. 

Wir miissen auch hier zwischen Strukturwasser, welches von vorn 
herein in der Gelatinemicelle vorhanden ist, und nachtraglich, infolg 
Saureaufnahme eingefiihrtem Quellwasser scharf unterscheiden. Wenn 
der Gelatine das Strukturwasser entzogen wird, dann zerfallt der Mj 
cellarverband, d. h. es findet eine Peptisierung statt. Dadurch wird aber 
die Anlagerung des Quellwassers nicht beeintrachtigt, sondern im Gegen 
teil begiinstigt. Den Beweis dafiir liefert die auBerordentliche Steigerung 
der Saurequellung beim Hinzutreten der Warmepeptisierung, wahrend 
Warmepeptisierung allein keine Quellung hervorruft (Abb. 3). 

Genau dasselbe findet bei der Elektrolytpeptisierung statt: labt 
man sie auf ungequollene Gelatine einwirken, so list sich die Gelatine 
ohne Volumenzunahme, genau so wie bei rascher Erwiirmung (z. B. in 
konzentrierter HCl, H,SO,, NaCl u. a. m.). LaBt man dagegen dies 
Art der Peptisierung auf ein siuregequollenes Gel einwirken, dann findet 
eine auBerordentliche Steigerung der Quellung bis iiber die Kohasions 
grenze der Gelatine statt, analog der in Abb. 3 dargestellten Quellungs. 
steigerung durch Warme. Ein Beispiel hierfiir bietet Essigsiure. Nur 
ist es bei Essigsaure nicht so leicht, die zwei Komponenten der Gesamt- 
quellung isoliert darzustellen, wie im Analogiefalle der Warmepepti 
sierung, da ja bei Essigsiure beide Vorgange, Quellung und Peptisierung 
gleichzeitig auftreten. Doch l48t sich immer der eine Vorgang unter. 
driicken, wie aus der folgenden schematischen Zusammenstellung ber- 
vorgeht. 


1 Eine ausfiihrliche Beschreibung dieser Vorgiénge bleibt einer be- 
sonderen Veréffentlichung vorbehalten. 
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unenhang von Peptisierung und Saéurequellung der Gelatine, Mengen- 
verhaltnis: 0,2 g: 50 cem. 


im 





Methode beider Warme- Methode bei der Saure- Grad 
peptisierung peptisierung der Gesamtquellung 
Peptisierung 3° C Unterdriickung der keine oder nur 
hne Quellung keine Saurezugabe Quellung durch = schwache Quellung 
Kochsalzzusatz 
1,5n Essigsiure 
pu 2.3 
Quellung ohne °C oc Quellung 
Peptisierung 0,006 n HCl 1,5n Essigsaure 
Pu 2,3 pa = 2,3 
Quellung und Temp. > 20°C Temp. < 20°C Steigerung der 
Peptisierung 0,006 n HCl 1,5n Essigsiure Quellung bis zur 
Pu 2.3 Pa = 2.3 Losung 


Wir verstehen nunmehr, daB die Identitat der peptisierenden Wir- 
kung durch Warme und durch hochkonzentrierte Elektrolytlésungen 
uns erlaubt, die Gesamtpeptisierung dadurch méglichst niedrig zu halten, 
daS wir die eine Wirkungskomponente, nimlich die Warmepeptisierung, 
moglichst ausschalten. Das geschieht unbeschadet der eigentlichen 
Elektrolytquellung. Es ist im Anfange gezeigt worden, da in der Ver- 
inderung der Lage des Quellmaximums bei verschiedener Quelldauer 
ein Kriterium besteht, ob es gelungen ist, die Gesamtquellung durch 
Unterdriickung der Warmepeptisierung unterhalb der Kohasionsgrenze 
zm halten (Abb. 10 und 11, ©. 345). 

Die Peptisierung durch hochkonzentrierte Elektrolytlésungen ist 
von der durch Warme wahrscheinlich durch eine gleichzeitig stattfindende 
Hydrolyse unterschieden, die aber hier auBer acht bleiben darf. 

Um die Ubersicht tiber die verschiedenen Erscheinungen der Quel- 
lung und Peptisierung durch Warme und Elektrolyte bei Kollagen und 
Gelatine zu erleichtern, ist das im letzten Abschnitt Gesagte noch einmal 
in umseitig stehendem Schema zusammengefaBt. 

Es ist nun verstindlich, daB die Peptisierung bei der Betrachtung 
der Saéurequellung ausgeschaltet werden muB, und daB man unter 
Quellung nur die Volumenzunahme durch Wasseranlagerung verstehen 
darf. Jetzt rechtfertigt sich der Gebrauch solcher Ausdriicke wie 
,echte“ und ,,wahre“ Quellung, Ausdriicke, die allerdings vorher be- 
deutungslos waren. 

Endlich sei in diesem Zusammenhang noch einmal die Aufmerksamkeit 
auf die VergréBerung der Saéurequellung durch Alkohol gerichtet, eine 
Erscheinung, die sich im Widerspruch zu der bekannten entwissernden 
Wirkung des Alkohols befindet. Es handelt sich bei Alkohol ohne Zweifel 


um eine Dehydratisierung; doch kommt es darauf an, welches Wasser dem 
Gel durch Alkoho] entzogen wird. Man erwartete, dai das angelagerte 
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Das Zusammenwirken von Elektrolyt- und Warmepeptisierung auf Ko}|iy, 
und Gelatine im ungequollenen und séuregequollenen Zustand: 





Erscheinungsform 
Pepti- Gemeinsame 














sierung Ursache bei ungequollen bei sauregequollen 
Kollagen Gelatine Kollagen Gelat 
Schrumpfun 
durch 7. g 
: ohne Beeintlussung 
Warme Ent- \ 
ll der Quellung Uber 
ziek Losung & be y 
zienung Schrump- a I 
. ohne \ 
vou fung Juell Que \ 
Struktur- Quellung « i “Tita, : 
durch wasser Schrumpfung* bei mm Li 
hoch- gleichzeitiger Zuriick- 
konzen- drangung der Saure- 
trierte quellung. Rasche Zer- 
Saure- storung der Faser. ' 
losung (Konzentrierte HCl) 


* Bei dem Versuch, 5. Spalte, 2. Zeile, wird eine maximal in 0,001 n HCI gequollene Faser 
in konzentrierte HCI getan. Die Schrumpfung tritt augenblicklich ein. Die Faser unterscheidet 
sich dann nicht mehr von einer geschrumpften Faser, welche aus dem ungequollenen Zustande 
in konzentrierte HCl gebracht worden ist (Spalte 3). Ein sehr deutlicher Unterschied jedoct 
zeigt sich darin, daf} im ersten Falle die Faser rasch zerstért und vdéllig gelést wird, wabhrend 
im zweiten Falle, Schrumpfung ohne vorherige Quellung. die Faser sehr lange unangegriffen er. 
scheint. Bei Essigsaure, wo quellender und schrumpfender Einflu® gleichzeitig erfolgt, reagiert die 
Faser nur auf die eine Einwirkung: bis zu etwa 10n Essigsaure zeigt die Faser maximale 
Saurequellung. Bei héherer Konzentration schrumpft die Faser sofort, ohne vorher zu quellen 


Quellwasser fortgenommen wird; aber tatsachlich diirfte das Strukturwasser 
der Gelatine entzogen werden, wodurch eine Peptisierung und damit 
QuellungsvergréBerung auftritt, wie auf S. 340, Abb. 5, ausgefiihrt worde: 
ist. Da in dem Entwiasserungs- und Entladungsschema von B. de Jor 
nur die eine Art von Wasser in Frage kommt, néimlich das angelagert: 
Quellwasser, so bleibt der friiher erhobene Einwand bestehen. 

Es ist bisher bei Besprechung der Peptisierung nur darauf geachtet 
worden, daB diese Erscheinung mit wachsender Konzentration der an- 
gewandten Elektrolytlésung zunimmt und am deutlichsten in konzen- 
trierten Elektrolytlésungen auftritt. Es ist aber daneben ein spezi 
fischer EinfluB der Ionen auf die Peptisierung unverkennbar, ein Ein- 
fluB, der die Anordnung der Ionen in der Hojmeisterschen Reihe 
bestimmt. So ist auf Seite 360/61 gezeigt worden, daB das N O,-Lon die 
Peptisierung mehr begiinstigt als das Cl-lon, wihrend die eigentliche 
Saurequellung, die auf Ionenadsorption und Ladung der Gelatine 
beruht, in umgekehrter Weise durch diese beiden I[onen beeinfluBt wird 


3. Die Sdureaufnahme bei verschiedenen Sduren. 


Nachdem anfangs gezeigt worden ist, in welch enger Verkniipfung 
Saureaufnahme und Quellung stehen, ist es notwendig, die Frage zu 
erértern, ob in gleicher Weise wie die Quellung auch die Menge der 
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wifgenommenen Saéure Schwankungen unterliegt. Zugleich sollen die 
orhaitenen Werte darauf untersucht werden, ob aus ihnen eine Ent- 
dung tiber die Art der Saurebindung gewonnen werden kann 


sche 


Untersuchung itiber die Menge der von Gelatine aut 

genommenen Saure. 

In der folgenden Tabelle sind die Zahlen fiir aufgenommene Saure 
von HCL, H,SO, und H,PO, bei verschiedenen Mengenverhiiltnissen 
nebeneinander gestellt. Diese Zahlen, die aus den Tabellen 1, LI, XI111, 
XIV. XV und XVI stammen, sind aus den Differenzen der Anfangs- 
und End-py-Zahlen berechnet. 


Tabelle XX VII. 
Werte der von 0,2 g Gelatine maximal aufgenommenen Séauremenge m 
Grammaquivalenten. 


Elektrometrische Bestimmung. (Mittelwerte nach den Tabellen I, II, 
XIII, XIV, XV, XVI.) 





, Mengenverhaltnis 
Art der Saure “ 
0.2 g: 20 ccm 0.2¢: 0 com 
Salzsiure ...... 14 .10°% 14 .10-5 
Schwefelsiure ... . 16 .10°° 15 .10 
Phosphorsaure . . . . 145.107 12.5.10 


Die Berechnung der aufgenommenen Séure aus der Differenz der 
py-Werte wird allgemein nach der Formel : 


ha 


7000” 220) 


gebundene Saure 
vorgenommen. Diese Formel wiirde jedoch nur bei Salzsiure zu richtigen 
Werten fiihren, wahrend bei den anderen, schwacheren Saéuren, die untersucht 
wurden, infolge der Nachdissoziation der undissoziierten Saéuremolekiile 
eine zu hohe Endwasserstoffzahl erreicht wiirde. Die Berechnung wurde 
daher graphisch mit Hilfe von vorher empirisch ermittelten Kurven aus- 
gefiihrt, die den Zusammenhang zwischen py-Wert und Saéurekonzentration 
angeben. Aus den Kurven konnte die dem End-py-Wert entsprechende 
Endsaiurekonzentration direkt abgelesen werden. Die Berechnung ertolgte 
dann nach der ahnlichen Formel 

gebundene Saéure Ka ~ - 50 (29), 

L000 

wobei kg und k die Anfangs- bzw. Endséurekonzentrationen bedeuten ; 
der Faktor im Zahler betragt entsprechend dem angewandten Mengen- 
verhaltnis 50 oder 20. Das Ergebnis bedeutet Grammaquivalent Séure. 


Diese Berechnungsweise umgeht also die Einfiihrung des Aktivitaéts- 
koeffizienten, dessen Wert nicht genau feststeht. Deshalb wurde diese 
zweite Methode der Berechnung nicht nur auf die schwacheren Sauren, 
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sondern auch auf Salzsiure angewandt. Es wird hierbei die stillschwejc. 
Voraussetzung gemacht, dai der Aktivitaétskoeffizient in der 4 
Quelifliissigkeit denselben Wert habe wie in einer reinen, gelatin: 
Saéurelésung gleicher Konzentration. Durch die geringe Verunrei 
der aéuBeren Quellfliissigkeit mit Gelatosen wird aber der Aktiy 
koeffizient der Séuren wahrscheinlich etwas geiéndert, worauf die Ve, 
schiedenheit der elektrcmetrisch und titrimetrisch gewonnenen We; 
der Séureaufnahme vielleicht zuriickgetiihrt werden kann. 


Die Werte fiir gebundene Séure sind am zuverlassigsten etwa i: 
Gegend des Quellmaximums; im Gebiet staérkerer Keonzentrationen ve 
bessert sich zwar die MeLbarkeit der py-Werte, doch liegen dort die Anfangs 
und End-py-Werte zu dicht nebeneinander. Differenzen zwischen Anfang 
und End-py-Werten, die weniger als 0,1 py-Einheit betragen, sind fii 
die Berechnung ziemlich wertlos, da die Genauigkeit der Messung — | 
der py-Einheit betrigt. Die Fehlerméglichkeit bei einer py-Differenz \ 
0,1 umfaBt also 20°. Solche Werte, die aus einer derartig kleinen Differe 
errechnet wurden, sind in den Tabellen I, 1], XIII, XIV, XV und X\! 


durch eine Klammer gekennzeichnet. 


i) 


Auf der anderen Seite vom Aufnahmemaximum, also im Gebiet 
schwachen Konzentrationen und der unvollstandigen Saéureaufnahme. sin 
zwar die py-Differenzen groB genug, doch ist hier die Mefgenauigkeit 
besonders die der End-py-Werte, wegen der geringen Leitfahigkeit de: 
Lésung betriéchtlich verringert. Diese Schwierigkeit stellt sich besonders 
bei Wahl des Mengenverhiltnisses 0,2 g¢:50cem ein. Doch_ bereitet: 
auch bei 0,2g:20ecem Phosphorsiure die Gewinnung reproduzierbare: 
End-py-Werte groBe Schwierigkeiten; bei Arsenséure gelang sie iiber- 
haupt nicht. 


Wegen der mangelnden Genauigkeit dieser Methode wurde zur 
Kontrolle die aufgenommene Saure durch Zuriicktitration der unver 
brauchten Saure in der iiberstehenden Lésung bestimmt. 


Bei der Titration besteht die Schwierigkeit, da®B durch die in der iiber 
stehenden Quellfliissizgkeit enthaltenen Gelatosen ein Titrierfehler unter 
lauft, denn es wird hierbei ein Teil der an die gelésten Gelatosen gebundene: 
Saure (die auch als gebunden zu bewerten ist) durch die Neutralisation i: 
Freiheit gesetzt und als ungebunden zuriicktitriert. Man wird also bei 
dieser Methode fiir die gebundene Saure zu kleine Werte finden und das 
um so mehr, je gréBer der Gehalt an gelésten Eiweiikérpern ist. Durcl 
Bestimmung der jeweils im Quellungsmaximum gelésten Gelatosen und 
der GréBe des unter diesen Bedingungen auftretenden Titrierfehlers wurden 
Korrekturzahlen fiir die Titrationsergebnisse gewonnen. Die Berechnuny 
der Korrekturzahlen fiir HCl ist im folgenden ausgefiihrt. Diese Zahlen 
gelten auch fiir die anderen Séuren. 


Bestimmung des Prozentsatzes an geléster Gelatose bei HCl. 





Angewandte Konzentration 
Mengen- Saurekonzen- an Gelatose 
verhaltnis colon in J, N 
! 0+ 
0,2 : 20 0,01 0,015 


0.2:50 0.005 0.0037 
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testimmung des Titrationsfehlers bei 0,015°, N. 


is wurden zwei Lésungen hergestellt, die in bezug auf HC] 0,01 n 
1; die eine enthielt so viel Gelatine, als einem Stickstoffgehalt von 


OL 


®, entspricht. 


i0cem n/100 HCl, eiweibfrei, erfordern 10 cem n/100 NaOH 
iO ,, n/l00 HCl + Eiwei’B i 9,825 .. n/100 NaOH 


Es bleiben also 0,175 cem n/160 HC] gebunden. Bei einer Eiweil 
nzentration von 0,015°, N sind in den 10 ccm, die bei diesem Versuch 


K 


ritriert wurden, s 0,000 107 Grammaquivalente N enthalten; diese 
14. 100 
0,000 107 
mubten bei vélliger Saéttigung an Séure i5 0,71. 10-° Gramm- 
iquivalente HC] 0.7 com n/100 HCl gebunden enthalten, da auf 15 'N 
ein HCl entfallt. Es werden aber nur 0,175cem n/100 HCl als 
vebunden festgestellt; es sind also 75°, der gebundenen Saure 
bei der Titration in Freiheit gesetzt. Daraus berechnet sich der 
Fehler bei der Titration der von 0,2g¢ Gelatine in 20ccm n,100 HC] 
vebundenen Séure: 2. 0,525 1,05 cem n/100 HCl = 1.10-'mol. HCl, 


| h. es muB der gefundene Wert 11.10-*° auf 12.10—-° verbessert 
werden. 

Bestimmung des Titrationsfehlers bei 0,0037°, N. 

Es wurden zwei Lésungen hergestellt, die in bezug auf HC] 0,005 n 
varen. Die eine enthielt so viel Gelatine, als einem Stickstoffgehalt von 
0.0037 %, entspricht. 

l0cem 0,005 n HCl, eiweibfrei, erfordern 10 ecm 0,005n NaOH 

10 , 0,005n HCl + Eiweib - 9.75 ., 0,005n NaOH 


Es bleiben also 0,25 cem 0,005n HCl gebunden. Bei einer Eiweil- 
konzentration von 0,0037°, N sind in den 10 cem, die bei diesem Versuch 


0,037 
titriert wurden, ia 100 = 0,0000064 Grammiaquivalente N_ enthalten; 
. 0,000 0264 as 
diese miiBten bei vdélliger Sattigung 15 0.177 . 10-5 Gramm- 
0 


aquivalente HCl 0,35 cem 0,005 n HCl gebunden enthalten. Es wurden 
aber nur 0,25 cem 0,005 n HCl als gebunden festgestellt ; es sind also 31°, 
der gebundenen Séure bei der Titration in Freiheit gesetzt. Daraus be- 
rechnet sich der Fehler bei der Titration der an 0,2 g¢ Gelatine in 50 ccm 
0,005 n HCl gebundenen HCI: 5. 0,1 0.5 cem 0,005 n HCl 0,25 . 10-5 
Mol. HCl, d. h. es muB der gefundene Wert von 12 auf 12,25. 10-° Mol. 
erhéht werden. 

Die Korrektur hat in diesem Falle wenig FEinflu}S auf das 
Endresultat. Die Korrekturwerte fiir die Titrationsversuche bei den 
anderen Séuren stimmen, wie eine Nachpriifung bei Schwefelséure 
und Phosphorséure zeigte, annaihernd mit den hier gefundenen Werten 
iiberein. 


Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen enthalten: 
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Tabelle XXVIII. 


Werte der von 0,2 g Gelatine maximal aufgenommenen Saurem 
Grammaquivalenten. Titration mit NaOH gegen Methyloran, 


Indikator. Mengenverhaltnis: 0.2 g : 20 cem. 





Korrigierter 


Konzentration Gefundene 
Art der Saure ; Mittelwert Wer 
Mol /Liter Werte (+ 1.10-5M 
| 0.908 10.10-° 
Salzsaure 0,01* 11 \ , 
| 002 11 ; =e is 
| 0.004 11.5 
Schwefelsiure . . . . 0,005* 12.0 ! , 
| oo 14.0 j 4 
| O00] 11 
Phosphorsaure . . . . 0,02* 13 { 95 2 
| 0.05 12 12.5 13.5 
| 0,01 11,5 
Arsensiure ae 0,02* 12,5 \ so 0r eon 
|, 0.05 12 —_ ms 


Das Zeichen * bei den jeweils mittleren Werten gibt, ebenso wie in den friiheren Tabeller 
die Konzentration an, bei der das Quellmaximum auftritt und bei der zugleich das Aufnahme- 
maximum erreicht ist. Da bei den dariiberstehenden Werten die maximale Aufnahme als noch 
nicht volilstandig anzunehmen ist, so ist der Mittelwert der Saureaufnahme jeweils nur aus der 
Werten 2 und 3 bestimmt worden 


Tabelle XXIX. 


Dasselbe wie Tabelle XXVIII. Mengenverhaltnis: 0,2 g : 50 cem 





Art der Saure Konzentration Getundene Mittelwert — 
Mol.|Liter Werte (+ 0,25. 10-5 Mc 
| 0.004 11.1075 
Salzsiure. .... 0,006* 12 1 19 oF 5 oF 
i ove 05 | 12,25. 10 12,5. 10 
| 0,002 12.5 
Schwefelsiure. . . 0,003* 13,5 | Or 
| 0.004 14.5 14 14,25 
| 0,005 9 
Phosphorsiure . . 0,007* 11 lay 11.25 
0,01 11 | a 
| 0.006 9 
Arsensaure . .. . 0,008* 19 | K avn 
0.01 9 9.5 9.75 


Zum Vergleich sind die Endwerte der Tabellen XXVII, XXVIII 
und XXIX noch einmal zusammengestellt. 
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Tabelle XXX. 


eich der potentiometrisch und titrimetrisch ermittelten Werte fiir die 
von 0.2 g¢ Gelatine aufgenommenen Séauremenygen. 





Mengenverhaltnis 0,2 : 20 Mengenverhaltnis 0,2 - 50 


Art der Saure : 
elektrometrisch titrimetrisch elektrometrisch titrimetrisch 


Salzssure . ..... 14.10 12.10-5 14.10-° 125 .10-* 

Schwefelsaure . . . 16 14 15 14.25 
sphorsaure : ‘ 14.5 13.5 12 11.25 

\rsensaure —* 13,25 . 9,75 


Trotz wiederholter Bemuhungen konnten bei Arsensaure elektrometrisch keine reproduziers 


n Werte erzielt werden 


Es fallt auf, daB die Werte der elektrometrischen Bestimmung 
lurchweg hoher ausgefallen sind als die der kolorimetrischen Titration. 
Die Ursache ist unbekannt; man kann daran denken, daB durch die 
Gelatoseverunreinigung bei der Messung der End-py-Werte die Akti- 
vitatswerte verandert werden und dab infolgedessen den End-py-Werten 
indere Saurekonzentrationen entsprechen als den Anfangs-py-Werten 
Doch stehen die auf 8S. 346 und 347 beschriebenen Versuche mit dieser 
Annahme in Widerspruch. Bei Beriicksichtigung des Titrierfehlers 
nihern sich die titrimetrisch ermittelten Werte allerdings etwas den 
inderen; doch differieren die Werte bei HCl und H,SO, immer noch 
im etwa 2. 107-5 Mol., bei Phosphorsaure um | . LO~® Mol. 


Trotz der mangelnden Ubereinstimmung beider Methoden, was den 
absoluten Wert anbetrifft, so stimmen sie hinsichtlich zweier wichtiger 
Ergebnisse gut iiberein, naimlich darin, dab die Saureaufnahme bei 
verschiedenen Sauren verschiedene Werte zeigt und daB die maximale 
Siureaufnahme bei schwacheren Sauren deutlich mit dem Mengenver- 
haltnis variiert. 

Bei Durchsicht der Literatur tiber die Saurebindung der Ejiweib- 
kérper und besonders der Gelatine bemerkt man, daB in den meisten 
Arbeiten von Saurebindung die Rede ist, wahrend lediglich die Salz- 
siurebindung untersucht wurde. Durch die vorliegende Untersuchung 
aber wird gezeigt, daf die bei Salzsdure gefundenen Zahlen nicht auf 
andere Sduren verallgemeinert werden diirfen. 

Was die Salzsaure betrifft, so werden von 0,2 g Trockengelatine 14 . 10—-° 
bzw. 12 . 10-5) Grammaquivalente HCl gebunden. Unter Beriicksichtigung 
des Gehalts an reiner Gelatine von 85°, (13,6°, H,O 136°, Asche) 
berechnet sich das Salzsiureiquivalentgewicht der Gelatine mit 1214 
bzw. mit 1416, bei Zugrundelegung der titrimetrisch gefundenen 
Werte). Bei einem N-Gehalt von 17,4°, entspricht also 1 HCl 


15.1 Atomen N. Unter der Annahme, daB HCl durch die Amino- 
gruppen gebunden wird, miiBte also der 15. Teil des Gesamtstickstoffs 
Aminstickstoff sein. 

Biochemische Zeitschrift Band 209. 25 
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Die Zah] 1214 fiir das Salzsiureéquivalentgewicht der Gelatin: 
in guter Ubereinstimmung mit den meisten der hierfiir in der Lit 


angegebenen Werten. 


Die folgende Tabelle, die dex 


Arbeit von F, 


und Bacon! entnommen ist, gibt eine Ubersicht tiber diese Zahlen 


Tabelle 


AXXI. 


Werte fiir das Salzséuredquivalentgewicht von Gelatine 





Aquivalent- 
gewicht 


665 
839 


1428 


1251) 
1063 
839 

885 
1319 


2083 


1180 
1099 


1129 


1160 
1135 


1090 


1214 


1416 


In der zusammentassenden Arbeit von EF. J. Cohn wird der korrigierte Wert von Hit 
1120, der einer Salzsaurebindungstahigkeit von 89 . 10 


Methode 


elektrometrische 
Titration 


Titration 


errechnet 


geschatzt 


elektrometrische 
Titration 
katalytische 
Wirkung 
elektrometrische 
Titration 
Titration 


Korrektur des 
obigen Wertes 


Leitfakigkeit 
errechnet 


Diffusionspotential 


HCl- 


zwischen 


Gelatinesystemen 


elektrometrische 
Titration 


Titration 


als der bestbegriindetste angegeben. 


Autor 
Manabe und Matula 
Procter 


Brac ewe 1] 


Lloyd 


Lloyd und Mayes 


Wintgen und Kriiger 


Wintgen und Vogel 
Oakes und Davis 


Loe h 
Hit heor k 


Atkin und Douglas 


Ferguson und Bacon 
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in erster Stelle sind die Loebschen Arbeiten an Ejieralbumin zu 

n'. Loeb wollte beweisen, dab die Siureaufnahme in stOchiometrischen 

Itnissen erfolge, ein Beweis, der an HCl, H,SO,, H,PO, und H,C,O, 

rt wurde und der bis auf kleine Ungenauigkeiten gegliickt ist. Diese 

nauigkeiten werden wieder als Versuchsfehler in Rechnuny vestellt 
The Ergebnisse von Loeb wurden kiirzlich von J. Weber? an Fibrin be 

t, wobei aber ebenfalls die Gleichheit der Saéureaufmahme nur an 
ihernd gefunden wurde. Es scheint an der Zeit, diese bei verschiedenen 

weibkérpern (Albumin, Fibrin, Gelatine, Hautpulver, Wolle usw.) aut 
renden Ungenauigkeiten als Ausdruck einer Gesetzmabigkeit anzusehen 
Die Aufnahme von verschiedenen Saéuren untersuchten ferner noch A. Hloch® 

F. Tacheci*, beide an Hautpulver. 

Besonders deutlich tritt die Verschiedenheit der Saureaufnahme 
wim Vergleich von HCl und H,SO, auf. Dieses Ergebnis wird in der 
Literatur mehrfach bestatigt und kann “sher wohl nicht als Versuchs- 
fehler bezeichnet werden*®*. Auch an Wolle als Adsorbens wurde die 
geiche Beobachtung gemacht®. Es liegt nahe, die Besonderheit der 
goBeren Aufnahme von H,SQ, in einen Zusammenhang mit der starken 

ntagonistischen Wirkung des SO,-Ions beim Quellen zu_ bringen: 
ffenbar verursacht die Anwesenheit der bivalenten [onen, die starker 
usorbiert werden, neben der Zuriickdringung der durch die H-lonen- 
idsorption bedingten Quellung auch eine erhdhte Gesamtadsorption 
in Saure. 

Ebenso bedeutungsvoll erscheint die Tatsache, dab der Sattigungs- 
wert bei der Saiureaufnahme nicht unabhingig ist von dem gewihlten 
Mengenverhaltnis. Diese Eigentiimlichkeit ist nur bei den nicht voll- 
stindig dissoziierten Sauren zu bemerken, also nicht bei HCl; dagegen 
tritt sie bereits schon bei Schwefelséure und in noch deutlicherer Weise 
bei Phosphorsiure und Arsensiure auf. Die Untersuchung der Auf 
nahme von Arsensiure wurde deswegen unternommen, um'eine Besti- 
tigung dieser zuerst an Phosphorsiure bemerkten Erscheinung zu er- 
halten. Der anfangs selbst gegebene Einwand: es handele sich um Ver- 
suchsfehler, besonders bei der Titration, muBte nach der zahlenmiibigen 
Feststellung des Titrationsfehlers fallen gelassen werden. 

Denn nach Errechnung der korrigierten Werte tritt die Differenz 
noch deutlicher in Erscheinung, weil die an sich héheren Werte (Mengen- 
verhaltnis 0.2:20) dureh die Korrektur in héherem Grade vergrébert 
werden als die an sich kleineren Werte (Mengenverhaltnis 0,2: 50). Der 
Korrekturwert ist im ersten Falle deswegen gréBer, weil die Ejiweil- 
konzentration von vornherein héher ist (1°, Gelatine 0,04°,, Gelatose 


1 Loeb, loc. S. 50 ff. 

* J. Weber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 1, 1927. 

’ 4A. Hloch, Kollagen und Gelatine. Diss. Charlottenburg, 1927. 

4 F. Tacheci, Uber die Einwirkung verschiedener Siéiuren auf Haut- 
ulver. Diplomarbeit Technische Hochschule Dresden, 1927. 

> K. H. Meyer und H. Fickentscher, Melliand. Textilber. 7, 605, 1926. 
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in der tiberstehenden Lésung gegeniiber 0.4 °,, Gelatine 0.016%) Cy 
in der iiberstehenden Lésung), und weil iiberdies noch bei der | 
Saurekonzentration eine stairkere Hydrolyse und damit eine Vergr 
der gelésten Gelatosekonzentration stattfindet. 

Dieses unerwartete Ergebnis der verschiedenen Aufnahmy 
kann nur dahin gedeutet werden, daB bei schwicheren Sauren auch ; 
Teil der undissoziierten Saiuremolekiile adsorbiert wird. Bei hohere 


Saurekonzentrationen (Mengenverhiiltnis os: C,... 02) 
Phosphorsiure) ist der Dissoziationsrest gréBer als bei schwiicher 
Konzentrationen (Mengenverhaltnis = 0.2: 50; C.. = 0,008m Ph 


phorsiure); infolgedessen kann im ersten Falle eine gréBere Adsorpt in) 
undissoziierter Siuremolekiile stattfinden. 

Sehr interessant ist nun die Beziehung zwischen den bei verschi: 
denen Mengenverhaltnissen aufgenommenen Siuremengen und de: 
Quellhéhen, die im Maximum erreicht werden. Der héheren Saur 
aufnahme (Mengenverhaltnis 0,2: 20) entspricht eine geringere (uel! 
hohe. Daraus ist zu ersehen, dab die Quellhéhe nicht von der im Que! 
maximum aufgenommenen Sauremenge abhangig ist. 


b) Untersuchung iiber die Art der Saureiufnahme. 

1. Die Differenzen der aufgenommenen Siureniengen, die einma 
durch die spezifische Art der Siure, auBerdem noch bei schwichere: 
Sauren durch die Wahl des Mengenverhiltnisses bedingt sind, machen 
in der oft diskutierten Alternative, salzartige Siurebindung oder Saur 
adsorption!, die Entscheidung leicht: diese deutlichen Unterschiec 
sind mit einer Salzbildung zwischen Saure und Gelatine als Base schwer 
vereinbar. 

Es lassen sich aber auBer diesem ersten Argument noch weiter 
gegen eine salzartige Bindung der Saéuren aus dem gefundenen Argu 
ment gewinnen. 

2. Die Differenz zwischen Anfangs- und Endwasserstoffionen 
konzentration der Siurelésung, ein Wert, der zur Berechnung der auf 
genommenen Saure dient, ist um so kleiner, je schwacher die Saure ist 
Das bedeutet, daB das durch die Ionenadsorption gestérte Dissoziations 
gleichgewicht sich wieder einstellt. Da offenbar ein Gleichgewicht zwi- 
schen den an Gelatine adsorbierten und zwischen den freien H-Ionen 
besteht, so sollte man annehmen, daB die Endwasserstoffionenkonzen- 
tration den Grad der H-lonenaufnahme bestimme und nicht die An- 
fangskonzentration. Den entgegengesetzten Befund kann man sich nur 
so erklaren, daB nur die anfangs vorhandenen H-Ionen und nicht die 


' Mit dem Ausdruck ,,Adsorption“ wird natiirlich nicht die Existenz 
einer chemischen Beziehung in Abrede gestellt. Dieser Ausdruck wird hie 
immer in dem Sinne gebraucht, den ihm Michaelis (Die Wasserstoffione: 
konzentration I, 8S. 198ff.) gegeben hat. 
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whtraglich abdissoziierten H-lonen adsorbiert werden. Bei den als 
fitration bezeichneten Neutralisationsvorgangen werden dagegen auch 
jie nachdissoziierten H-lonen zur Neutralisation verbraucht, so dab 
ei einer Titration die Gesamtsiuremenge fiir das Titrationsergebnis 
abgebend ist und nicht die Konzentration einer anfangs vorhandenen 
lonengattung. Aus diesem Grunde kann die Aufnahme von Saure oder 
\kali durch EiweiBkérper nicht als Neutralisierung der basischen 
Gruppe betrachtet werden. 

3. Als ein weiteres Kriterium fiir echte Salzbildung wird bisweilen die 
(nauswaschbarkeit der an Eiwei$kérper gebundenen Saure angesehen. 

Weber! bestimmte die HCIl-Bindungsfahigkeit von getrocknetem Fibrin 
is den Anfangs- und End-py-Werten. Die Unauswaschbarkeit zeigt 
Weber dadurch, daB er einen Teil der in der AuBenfliissigkeit enthaltenen 
HCl durch NaOH neutralisiert und bei einer py-Messung feststellt, dab 
rotz der dadurch auftretenden Verarmung der AuBenfliissigkeit an H-Ionen 
keme H-Ionen vom Fibrin an die Aubenfliissigkeit abgegeben worden 
sind. Dieser Versuch lat jedoch auBer acht, daB das bei der partiellen 
Neutralisation entstehende NaCl das Zuriickwandern der H-lonen in die 
\ubenfliissigkeit verhindert, ebenso wie umgekehrt NaCl-Zusatz eine 
Vehraufnahme *+on H-lonen hervorruft (s. S. 411). 

Wenn man diesen Versuch anders anstellt, dann kommt man zu dem 
mgekehrten Ergebnis, daB das Verteilungsgleichgewicht der Saure zwischen 
Wasser und Gelatine reversibel ist, wie auch aus dem auf 8. 344, Tab. X 
eschriebenen Versuch hervorgeht. Die aufgenommene Saure ist also 
sehr wohl auswaschbar. Auch aus dem auf 8S. 373 beschriebenen Ver- 
such zur Feststellung des Titrationsfehlers geht hervor, daB bei sehr ver- 
limnten Gelatinelésungen im Falle vélliger Neutralisation 75°, der auf- 
genommenen Saéure wieder abgegeben werden. Durch folgenden Versuch, 
ler die Anordnung von Weber nachahmt, wird die Auswaschbarkeit noch 
einmal deutlich gezeigt. 

Versuch 1. 20cem n/100 HCl + 0,2g Gelatine. Nach 2 Stunden 
jeem der tiberstehenden Lésung abpipettiert und auf 25 ccm verdiinnt 
also auf das Fiinffache): py 3.15. 

Versuch 2. 20cem n/100 HCl + 0,2 g Gelatine. Nach 1 Stunde das 
Ganze auf 100 cem aufgefiillt (Verdiinnung ebenfalls aufs Fiinffache) und 
nach einer weiteren Stunde py-Messung. py 2,72. 

Wenn die Saéure nicht auswaschbar ware, dann hatte im Versuch 2 
auch ein End-pg-Wert von 3,15 erscheinen miissen. 

Auch A. Fodor und Ch. Epstein? bestitigen die Reversibilitét der 
Saurebindung an Gelatine durch die Dialysierversuche. Diese Autoren 
argumentieren daraus gegen die Entstehung salzartiger Verbindungen. 
Die Annahme, daB das Auswaschen eine hydrolytische Dissoziation des 
gebildeten EiweiBsaéuresalzes sei, steht nach ihrer Ansicht im Widerspruch 
mit den Messungen Paulis bei der Ermittlung der Grenzleitfahigkeit von 
Saure- und AlkalieiweiB. Auch Eléd und Silra® finden ein echtes Gleich- 
gewicht zwischen Eiweiii (Hautsubstanz) und Saure. 


1 J. Weber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 1, 1927. 
? Kolloidzeitschr. 40, 51, 1926. 
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Dali die Reversibilitat der Saurebindung durch Hydrolyse zu 
kommt, wird auBer von Fodor allgemein angenommen. 

Man kann also die Frage der Reversibilitat der Saureaufnahme )\:}); 
zur Entscheidung iiber die Art der Aufnahme heranziehen, den 
die tatsichlich erwiesene Reversibilitat findet verschiedene Deut. 

4. Ein weiteres Argument gegen die echte Salzbildung ist die Ta; 
sache, daB auch Neutralsalze die gleichen Quellungs- und Aufnalhny 
erscheinungen wie Siuren und Basen zeigen, was spiter in Kapite | [| 
ausgefiihrt werden wird. 

Uber die Art und Weise der Ionenaufnahme im Gel selbst kénne 
ebenso wie iiber die Verteilung der Saure im Gel: in echt gebundene jw 
in freie, im Quellwasser geléste Saéure, nur Vermutungen ausgesproc}e 
werden. Eine grobe Anzahl von Arbeiten, besonders der Paulischen Sc} 
bemutht sich, auf Grund von Cl-Konzentrationsketten potentiomet ris 
die Cl-Konzentration oder, besser gesagt, die Cl-Aktivitaét von solférmi 
Salzsiureeiweibverbindungen zu bestimmen. Diese Versuche werden 
ausgeftihrt, daB man zwei Kalomelelektroden miteinander  vergleic}y 
von denen die eine Lésung bekannter Cl, etwa n/10 KCl, die andere ein: 
zu messende Eiweibsalzsiurelésung enthalt. Diese Versuche sind insofe 
experimentell! nicht einwandfrei, als man im letzteren Falle nicht die aktuell) 
Cl-Konzentration der Eiweibsalzsiureverbindung mibt, sondern 
Potential, das eine unbekannte ZusatzgréBe enthalt, welche durch ci: 
Verbindung des Kalomels mit dem Ejiweif zustande kommt. 

Trotz des eingeschrankten Wertes dieser Messungen! stimmen sie doc! 
mit den Leitfahigkeitsmessungen der gebildeten Gelatineelektrolyt ver): 
dungen gut iiberein. Die Ubereinstimmung besteht darin, daB die Aktivitat 
dieser Verbindungen, ihre Leitfahigkeit und die Viskositat bei gleich: 
Elektrolyt- und EiweiBkonzentration ein Maximum aufweisen, d. h. aly 
dab eine weitere Elektrolytzugabe gleichzeitig die Aktivitat, die Leit 
fihigkeit, die Ladung und damit die Quellung herabdriickt. Wenn damit 
auch noch nichts gesagt ist tiber die Art und Weise, in welcher diese | 
aktivierung vor sich geht, so ist doch diese Tatsache wichtig genug, w 
durch sie der Zusammenhang zwischen Ladung und Quellung. sicher 
gestellt ist *. 


1 Die eingeschrankte Giiltigkeit der Aktivitatsmessungen dure! 
Konzentrationsketten ist tibrigens von Pauli selbst an anderer Stell: 
erwahnt worden (Kolloid-Zeitschr. 40, 185, 1926). 

2 Es finden sich in der Literatur auch Stellen, wo das Gegenteil lx 
hauptet wird, wie iiberhaupt auf diesem Gebiet kein experimenteller Befun: 
angegeben worden ist, dessen Gegenteil nicht auch an anderer Stelle x 
funden werden kénnte. Eine derartige gegenteilige, von uns nicht fii 
richtig gehaltene AuBerung befindet sich bei Loeb (Journ. gen. Physio! 
1, 1918, zit. bei R. Labes, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 186, 112, 1921 
Danach fallen Maximum der Quellbarkeit und Viskositaét nicht mit de 
lonisationsmaximum zusammen. Zu ahnlichen Befunden gelangte B. \ 
Ghosh. (Journ. Chem. Soc. 119, 711, 1928.)  Ladungs- und Saur 
aufnahmemaximum sollen nicht mit dem Quellmaximum zusammenfallet 
Dieser Forscher wischt die in Séure gequollene Gelatine in destillierte: 
Wasser aus, bevor Ladung und Séureaufnahme gemessen werden; wodur«! 
sich sein Befund erklart. 
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Zusammenfassung des Abschnittes: 
Vergleich der Quellwirkungen verschiedener Siiuren, 


|. Das Maximum der Saurequellung wird durch das Mengenverhaltnis 
Gelatine : cem Saurelésung und durch die Anfangswasserstoff- 
onenkonzentration bestimmt. Bei dem Mengenverhaltnis 0,2 g : 20 cem 
iegt das Maximum bei pu 2; bei dem Mengenverhaltnis 0,2 g : 50 cem 
liegt es bei py = 2.3. Das gilt fiir alle Sauren, bei denen p,, <— 5 ist, 
iso auch fiir schwache Sauren wie Essigsiiture. Das Maximum der 
Quellung liegt bei derjenigen Siurekonzentration, bei der die Saure- 
wfnahme maximal geworden ist. 


2. Die absolute Héhe der Séiurequellung im Maximum wird durch 


zwei Faktoren bestimmt: 

1. Durch die spezifische Adsorbierbarkeit des Anions, und zwar 
nimmt die Quellhéhe ab mit wachsender Adsorbierbarkeit 
des Anions. Diese ist bedingt 
a) durch die Wertigkeit des Anions (Wertigkeitsregel von 

Loeb, Schulz-Hardysche Regel), 


b) durch die chemische Natur des Anions; 


- 


2. durch die gleichzeitig auftretende Lésungsquellung, die um so 
gréBer wird, je schwacher die angewandte Saure ist. 


3. Die Saureaufnahme ist nicht bei allen Saéuren gleich. Deshalb 
darf man nicht von einem Saureiquivalentgewicht der Gelatine spre- 
chen. AuBerdem ist die Menge der aufgenommenen Siure vom Mengen- 
verhaltnis abhingig, was damit erklart werden kann, daB auch die 
undissoziierten Siuremolekiile adsorbiert werden. Diese Tatsachen lassen 
sich besser deuten, wenn man lonenadsorption und nicht Salzbildung 
nach stéchiometrischen Verhialtnissen annimmt. 


Ml. Die Quellung der Gelatine in Laugen. 


Es ist itiblich, die Alkaliquellung der Gelatine als vollkommen analog 
der Saiurequellung darzustellen. An Stelle der H-lonen werden hier 
die OH’-Ionen absorbiert und erteilen der Gelatine eine negative La- 
dung. welche wiederum die Quellung zur Folge hat. Wie bei der Saure- 
quellung das Anion, so spielt hier das Kation eine untergeordnete Rolle 
Doch ist die Symmetrie der Quellungserscheinungen im sauren und 
alkalischen Gebiet nicht vollstandig, da die chemischen Einwirkungen 
von Alkali auf Gelatine stirker sind als die von Sauren, eine Gesetz- 
miBigkeit, die auch bei anderen Proteinen zu erkennen ist. Ferner wird 


die Symmetrie der sauren und alkalischen Quellung dadurch gestért, 
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daB der isoelektrische Punkt der Gelatine im sauren Gebiet angeno ny 
wird, daf also nach der allgemein iiblichen Auffassung die alka ise}, 
Quellung schon im sauren Gebiet von py = 5 an beginnt. Diese Auffa-sjng 
beruht auf der Untersuchung der Quellung in Puffergemischen, wl, 
filschlicherweise immer nur die H- oder OH-Ionen als mabgeblic) |, 
trachtet werden. Es wird noch gezeigt werden, dab im isoelektrischey 
und neutralen Gebiet die anderen Ionen der Puffergemische eine tx 
deutendere Rolle spielen als die H- und OH-Ionen. Von einer alka 
lischen Quellung kann man nur dann sprechen, wenn die Lésunge: 
salzfrei und alkausen sind. Es kann also die alkalische Quellung erst 
von pu = 7 in Erscheinung treten. 

Die Untersuchung im alkalischen Gebiet, sowohl der Quellung wi 
der Elektrolytaufnahme, ist schwieriger als die im sauren Gebiet, wei 
durch die CO,-Aufnahme aus der Luft unklare Verhiltnisse eintreten 
und weil die EiweiBkérper gegeniiber Alkali eine gesteigerte Empfind 
lichkeit besitzen. Deshalb soll hier nur an wenigen Versuchen gezeigt 
werden, daB die fiir die Saurequellung abgeleiteten GesetzmaBigkeiten 
auch im alkalischen Gebiet gelten. Die Alkaliaufnahme wurde titri 


metrisch bestimmt, da die elektrometrische Bestimmung im alkalischen 


Gebiet zu ungenau ist. 


1. Untersuchung der Quellung und Alkaliaufnahme in NaOH bei ver- 


schiedenen Mengenverhiltnissen. 


Zuerst muB bewiesen werden, das auch hier der EinfluB des Mengen 
verhiltnisses gilt. 
Tabelle XXXII. 


Quellking und Alkal aufnahme von Pulvergelatine in NaOH. 
t 
’ 





Alkaliaufnahme 


Konzentrati Juellhéh 
»nzentration Que € Mol/NaOH 


Mengenverhaltnis 0,2 g: 20 cem 


0,007 53 5.6. 107-5 
0,009 54 6,4 .107° 
0,01 55,5* 7.4.10-° 
0,02 52 7.4.10~° 
0.03 48.5 7,.6.10-° 
0,04 42.5 7,8 .10-8 
0.05 40.5 8,0. 107° 
Mengenverhiltnis 0,2 g : 50 ecm 
0,001 39 . 2 
0,002 53,5 2.6 . 10-6 
0,003 55 5 .10-5 
0,005 61* 68.1075 
0,006 57,5 7,8.10-° 
0.007 57 74° 10-8 


0,01 53 85.1075 
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\us diesen Tabellen ist die véllige Analogie zu den Versuchen mit 
HCl ersichtlich: Die Aufnahme- und Quellmaxima werden zugleich er- 
eicht, und zwar bei Konzentrationen, die von dem angewandten 
Venuenverhaltnis abhangig sind. Es ist interessant, dab die fiir die 
Herbeifiihrung der Maxima notwendigen Konzentrationen gleiche 
Vengenverhaltnisse vorausgesetzt bei HCl und NaOH iibereinstim.- 
men, mit anderen Worten, da} das alkalische Quellmaximum bei einem 
°on Wert erreicht wird, der dem py-Wert der maximalen Saurequellung 
zahlenmaBig gleich ist. Die quellungsférdernden lIonen miissen also 
n beiden Fallen zur Herbeifiihrung des Quellmaximums in gleicher 
Konzentration vorhanden sein. 

Wahrend bis hierher die Chereinstimmung der Quellungs- und Auf- 
nahmeerscheinungen in HCl und NaOH nicht nur formal, sondern 
auch zahlenmaBig besteht, so findet sich ein Unterschied in der Quell- 
hohe und in der aufgenommenen Elektrolytmenge. Fiir beides ergeben 
sich bei NaOH kleinere Werte als bei HCl. Ein gleichzeitig ausgefiihrter 
Vergleichsversuch der beiderseitigen Quellhéhe im Maximum ergab 
umgerechnet auf maximale Quellhédhe in HCl 100 folgendes Re- 
sultat : 


Maximale Quelihéhe in HC] (Mengenverhaltnis: 0,2: 50): 100 
- » NaOH (| - 0,2: 50): 74 


Aus den gefundenen Zahlen der maximalen Alkaliaufnahme be- 
rechnet sich das Alkaliaufnahmevermégen der Gelatine in Mol NaOH 
auf 1 g Gelatine folgendermaben: 

0,2 ¢ Gelatine, lufttrocken, binden 7,8. 10-5 Mol NaOH 


lg = - _ 39 .10-* ,. NaOH 
lg = rein, 3 46 .110-5 ,, NaQH 


Dieser Berechnung sind die Analysenzahlen der Gelatine von 8. 336 
zugrunde gelegt. Da die entsprechende Aufnahmezahl der reinen Gelatine 
fiir HCl 82. 10-5 betragt, so sieht man, daB Gelatine fast doppelt soviel 
Séure wie Alkali aufzunehmen vermag. Die geringere Alkalikapazitat der 
Gelatine ist auch von anderen Forschern gefunden worden; doch sind die 
Zahlen, die in der Literatur angegeben sind: 56.10-5, 57.10-5 bzw. 
60. 10-5 der Autoren Loeb', Hitchcock*, Greenbaum und Schmidt*, s&rnatlich 
héher als die hier gefundenen‘. 

Der Grund fiir die fehlende Ubereinstimmung ist darin zu suchen, 
da8 die genannten Autoren von einer Gelatine ausgegangen sind, die mit 


* Journ. Gen. Physiol. 8, 85, 1920. 

2 Ebendaselbst 6, 457, 1923. 

* Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 21, 281, 1923. 

4 Das Gegenteil, namlich daB OH-Ionen von Gelatine starker gebunden 
werden als H-lonen, wird auch in der Literatur angegeben. Michaelis, 
Die Wasserstoffionenkonzentration I, 8S. 235. 











384 A. Kiintzel: 


Hilfe von Essigséure auf den py-Wert 4,7 gebracht worden ist. Bei dic ; 
suchen wurde also zuerst die Essigséiure neutralisiert und die daly . 
wendete Laugenmenge ebenfalls als von Gelatine gebunden bet rachtet 
Berechnungsweise geht am besten aus der Titrationskurve der ¢ 

hervor, wie sie von E. J. Cohn! nach den Ergebnissen verschiedener A 
zusammengestellt wurde (s. Abb. 17). Bei dieser Titrationskurve 
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Abb. 17 


Titrationskurve der Gelatine nach FE. J. Cohn 


Nullinie der Ordinate so gezeichnet worden, dab sie die Titrationsku 


bei pu 5 trifft. Es wurde dabei also die Annahme gemacht, dab 
elektrolytfreie Gelatinelésung isoelektrisch sei und eine Reaktion vo | 
Pu 5 aufweise. Tatsiachlich gibt es aber keine vdéllig elektrolytfrey 
Gelatine von der Reaktion px 5, sondern diese Reaktion kann im: 


nur durch Séurezusatz erreicht werden. Es ware also richtiger, die Nulli 
durch den Neutralpunkt des Wassers zu legen, wie ja auch die Titration 
kurve deutlich in zwei Aste zerfallt, die dem sauren und alkalischen Gel 


(von pH 7 an gerechnet!) zugehéren. Nach der Darstellung von (o/ 
beginnt der alkalische Ast der Titrationskurve bei py 5 und besit 
einen von dem der sauren Seite abweichenden Verlauf, in dem die Kury 
zwischen py 7 und 8 horizontal verlauft. Dieser horizontale Kurve: 
veriauf kommt nach Cohn dadurch zustande, dal zwischen py 7 und s 
keine neuen basenbindenden Gruppen aktiviert werden. (The dissociat 
of new groups becomes negligible in the neighborhood of py 7,7, Col 


l.c., S. 402). Diese ausgezeichnete Strecke im basischen Ast der Titration- 
kurve wird mit den Erscheinungen in Zusammenhang gebracht, die 
Annahme des zweiten isoelektrischen Punktes fiihren. Wenn man dageye 
den Nullpunkt der Titrationskurve der Gelatine bei py 7 annimmt, 
sieht man, daB die beiden Aste vollstandig analog verlaufen. Eine solely 
Saéure- und Basenbindungskurve der Gelatine gibt Abb. 18 wieder, di 
der Arbeit von P. Hirsch? entnommen ist. Man gelangt dann auc! 
zu wesentlich niedrigeren Werten des NaOQH-Bindungsvermégens 
Gelatine. 

Ubrigens ist die genaue Feststellung der Aufnahmezahl fiir NaOH 
von geringer Bedeutung, da fiir andere Basen, wie Ca(OH),, andere Wert: 
gefunden wurden. Es gibt also ebensowenig ein bestimmtes Basenaufnahim« 
vermégen der Gelatine, wie es ein Séureaufnahmevermégen gegeben | 


' The physical Chemistry of the Proteins; Physiol. Rev. 5, 349, 1925 
* Diese Zeitschr. 147, 433, 1924. 
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ondern die Bindungskapazitaét der Gelatine gegeniiber verschiedenen 
sauren und Basen ist spezifisch. Das geht aus Untersuchungen an Ca(OH), 
r. 
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Titrationskurve der Gelatine nach ?. Hirsch! 


2. Vergleich der Quellwirkungen verschiedener Basen. 

Die Erfahrungen der Saurequellung lassen uns erwarten, daB beim 
Vergleich von Ca(OH), und NaOH die Einwirkung des mehrwertigen 
Kations erkennbar sein wird in derselben Weise, wie das Sulfation auf 
Grund seiner Zweiwertigkeit die Quellung beeinfluBte. 


Tabelle XX X11]. 


Quellung von Pulvergelatine in Ca(OH),. Mengenverhaltnis: 0,2 g : 50 cem. 





Autgenommene 

: " Aquivalente 
Konzentration Quellhéhe Ca(OH), 

0,008 56 10 .10 

0.009 57.5 10.5.10 

On 59 . «a 

0,015 51,5 

0,02 47 


Ein gleichzeitig angesetzter Versuch ergab die maximale Quell- 
hdhe in NaOH im Werte von 83. Es zeigt sich also in allen Punkten 
vollstandige Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Saurequellung 
Die Quellung in Ca(OH), erreicht ein wesentlich geringeres Maximum 

1 Diese Kurve stellt eine scgenannte #-Funktion dar. Obwohl also 


lie Kurven 17 und 18 nicht auf die gieichen Ordinatenwerte bezogen 


sind, so geht dcch deutlich der Unterschied hervor, der durch Gegen- 


iiberstellung beider Figuren gezeigt werden soll: Die Symmetrie des 
sturen und alkalischen Astes der Titrationskurve bei richtiger Lage 
P. Hirsch) der 0-Linie; die Unsymmetrie beider Aste bei unrichticer 
Lage der 0- Linie. 
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als in NaOH (antagonistische Wirkung des bivalenten Ca-lon: 
maximale Aufnahme von Ca(OH), ist héher als die von NaOH, e| 
wie die Aufnahme von H,SQO, gréBer ist als die von HCl. Es » 


sich endlich bemerkbar, daB Ca(OH), eine schwachere Base isi 
NaOH: Zur Erreichung des Quellmaximums ist eine héhere Gesart 


he 


4 


konzentration erforderlich [0 O0ln Ca(OH), gegeniiber 0 005n NaOH 
der fiir das Maximum charakteristische pp,,-Wert ist jedoch in bx 


Fallen der gleiche. 


0,005n NaOH Pu = 11,7 


0,0lIn Ca(OH), Pa — 11,66 


Aber auch bei den gleichstarken einwertigen Basen 


werden kann. 


Tabelle 


Mengenverhaltnis: 0,2 g 


XXXIV 


Vergleich der maximalen Quellhéhe der Gelatine in NaOH und 


Pox = 


Pou 


: 50 cem. 





Konzentration 


0.004 
0.095 
0,006 


Es wire naheliegend, von Ammoniak diejenigen quellenden Eigen 


Quellhéhe in 


NaOH 


81 
83* 
82 


KOH 


82 
86* 
85 


a 
oA. 
NaOH 


ley 
eel) 


und 
KOH macht sich ein deutlicher Unterschied in der Quellhéhe bemerk bar 
der mit dem Quellhéhenunterschied zwischen HCl und HN O, verglichen 


KOH 


*. 
schaften zu erwarten, die im sauren Gebiete die Essigsiure auszeichnen 


doch ist aus Kollagenquellversuchen bekannt, daB Ammoniak nicht mehr 
die Quellung beférdert als NaOQH!. Bei Gelatine entspricht Ammoniak 


nur darin den Voraussagen, da} das Maximum ungefahr bei dem er 


warteten poy- Wert auftritt, wihrend die Quellhéhe sich nicht viel von 


der bei NaOH unterscheidet. 


Tabelle XXXV. 


Quellung von Pulvergelatine in Ammoniak. Mengenverhaltnis: 0, 





Konzentration Quellhohe 
01 62,5 
02 63 
0,5 71* 
1 66 
2 63 


! E. Stiasny, Der Gerber 82, 
Proc. Roy. Soc. B 96, 293, 1924. 


200, 1906; 


Gleichzeitig 
gefundenes Quell- 


maximum in n 3000 


NaOH 


70* 


M. Kay 


und 


> 


D. J. Li 


2¢ : 50cen 


i, 


\ 








und 
kbar 


Kt he n 


OH 
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nehr 
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er 
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Eine Analogie zu dem Verhalten der Essigsaure besteht also nicht. 
Van kann den Sachverhalt verstehen, wenn man Ammoniak als eine 
rhe, aber sehr wenig wasserlésliche Base ansieht, eine Betrachtungs- 
veise, die nach Michaelis ebenso berechtigt ist wie die iibliche Auffas- 
sing des Ammoniaks als einer schwachen Base!. Die Michaelissche 
\nschauung unterscheidet sich von der iiblichen darin, dab die Disso 
itionskonstante des Ammoniumhydrates als eine scheinbare angesehen 
vird 

3. Peptisierungserscheinungen der Gelatine in Alkali. 

Die bisherigen Untersuchungen betrafen im wesentlichen die Quel 
ingserscheinungen auf Grund der adsorbierten Hydroxylionen. Es 
findet aber gleichzeitig unter der Einwirkung von Alkali eine Losungs- 
yellung statt, genau so wie es bei der Saurequellung der Fall ist. In 
\bb.3 war gezeigt, daB die starke Zunahme der Lésungsquellung 
lurch Temperaturerhéhung im alkalischen Gebiet (pu 10.5) genau 
« verlauft wie im sauren Gebiet (px 2.5). Die peptisierende Kraft 
des Alkali ist, wie verschiedene Beobachtungen bezeugen, gréBer als 
die der Saure. Das macht sich weniger bei der Quellung als bei anderen 
kolloidchemischen Zustandsinderungen bemerkbar: z. B. bei der Un- 
tersuchung des Gelatinierungsvermégens der Gelatine. Das Gelati- 
nierungsvermégen, welches mit steigendem Siurezusatz, etwa in der 
Gegend des Quellmaximums, verschwindet, tritt bei weiterer Saure 
mgabe, dem absteigenden Ast in der Quellkurve entsprechend, wieder 
auf. Im alkalischen Gebiet jedoch tritt die Gelatinierung bei starker 
Alkalizugabe nicht wieder auf?. 

Aus einer Angabe von L. Michaelis* geht hervor, dab die Viskositaéts- 
kurve der Alkaligelatine keinen absteigenden Ast besitzt. Das ist aber 
offenbar nicht richtig; die sorgfiltigen Untersuchungen von W. Pauli* 
zeigen das Gegenteil. Richtig ist nur, daB das Viskositaétsmaximum bei 
\lkaligelatine wegen der stairkeren Peptisierung weniger deutlich wird 
ils in Séuregelatine. . 

Es wire erwiinscht, die nur qualitativ feststellbare Cherlegenheit der 
OH-Ionen in ihrer peptisierenden Wirkung gegeniiber den H-lonen genauer 
zu kennzeichnen. Als ein Mab der peptisierenden Wirkung kann die Stellung 
der Ionen in der Hofmeisterschen Reihe angesehen werden; es ist bisher 
nur fiir die OH-lonen gelungen, ihre Stellung in der lyotropen Reihe zu 
hbestimmen, nicht dagegen fiir die H-Ilonen. Nach Quellversuchen an 
Agar-Agar, einem Kolloid, das von Natur aus negativ geladen ist, hat 
8. Dokan® dem OH-Ion seinen Platz zwischen SCN und Br in der lyotropen 
Reihe angewiesen. Das Hydroxylion wird also nur von dem Rhodanation 
in der peptisierenden Wirkung iibertroffen. 


1 L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration I, 8S. 33 u. 34. 

2 D. J. Lloyd, Biochem. Journ. 16, 530, 1922. 

%’ L. Michaelis, Prakt. d. phys. Chem. u. Kolloidchem. 1921, 8. 106. 
* Diese Zeitschr. 202, 337, 1928. 

5 Kolloid-Zeitschr. 84, 155, 1924. 











388 A. Kiintzel: 


Zur Bestimmung der Stellung des H-lons in der lyotropen Rei 
Kationen kénnte nur ein von Natur aus positiv geladenes, quellbarce. ( 
dienen; em solehes ist nicht bekannt, doch laBt sich aus anderen 
legungen ein Hinweis auf die lyvotrope Kragt des H-lons gewinnen. 1), 
Versuch einer Einordnung des H-lons in die lvotrope Reihe soll be: hy 
sprechung der Hofmeisterschen Reihen (S. 392) ausgefiihrt werden 

Es ist schon angedeutet worden, daB mit Quellung und Peptisi: 
die Wirkung von Alkali auf Gelatine noch nicht erschépft ist. Es beste} 
auBerdem eine rein chemische Wirkung, die am deutlichsten wird, 
man Faserkollagen in Alkali quellen laBt. Im Gegensatz zur revers;! 
Saurequellung wird die Faser in Alkali in Konzentrationen > n/1 irreve: 
verindert: sie behadlt Aéuferlich ihre Struktur, verliert aber vollst 
ihre ReiBfestigkeit und zerfallt bei leichter Beriihrung. 


M11. Die Quellung der Gelatine in Neutralsa/zlésungen. 
1. Unterscheidung zwischen Ladungs- und Lisungsquellung. 

Die Rolle der Neutralsalze bei der Gelatinequellung ist schwe: 
erkennen, wenn man sich aus der Literatur dariiber unterrichten wi! 
Die Verhaltnisse werden aber klar, wenn man die aus der Untersuchung 
der Saurequellung gewonnenen Gesichtspunkte auch hier zur Anwe: 
dung bringt: Wir haben dort zwischen einer eigentlichen Saurequellung 
und einer Lésungsquellung unterschieden; jene steht im engsten Zu 
sammenhange mit der Saiureaufnahme und erreicht mit maximale 
Saurebindung das Quellmaximum; diese steht in keinem erkennbare: 
Zusammenhange mit der Saiureaufnahme und fiimrt mit steigende 
Saurekonzentration, ohne ein Maximum zu erreichen, zur irreversible: 
Peptisierung. 

Es soll in diesem Abschnitt gezeigt werden, daB beide Quellung: 
erscheinungen auch von Neutralsalzen hervorgerufen werden. A: 
Stelle des Ausdruckes Saéurequellung tritt jetzt die allgemeinere bi 
zeichnung Elektrolytquellung oder Ladungsquellung. Wahrend i: 
Sauren und Basen die Elektrolytquellung starker zutage tritt, macht 
sich in Neutralsalzen die Lésungsquellung deutlicher bemerkbar. 


Bereits Hojmeister', auf den alle Quellversuche in Neutralsalzlésunge: 


zuriickgehen, hat das typische Kennzeichen der Ladungsquellung, da: 


Auftreten eines absteigenden Astes der Quellkurve, richtig erkannt u 
beschrieben. Der Umstand jedoch, daB der absteigende Ast nur bei 
wissen Salzen, naémlich den der Sulfatseite zugehérigen, auftritt und nich! 
bei den haufiger untersuchten Salzen einwertiger Anionen der Rhodanat 
seite, hat diese wichtige Tatsache nicht zu ihrer wahren Bedeutung komme 
lassen. Durch falsche Berichterstattung ist auBberdem der tatsachlic! 
Befund der Hojfmeisterschen Untersuchungen stark gefalscht worden. / 
schreibt in seinem bekannten Buche (deutsche Ubersetzung S. 98): 

der kolloidchemischen Literatur ist allgemein festgestellt worden, « 


' Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 27, 395, 1890. 
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Gelatineblécke in Chloriden, Bromiden oder Nitraten mehr und in 


ie tra'en, Acetaten, Tartraten, Phosphaten und Sulfaten weniger als in 
' Wasser quellen.“* Dieser Satz gibt die Hofmeisterschen Befunde vollig 
Dy atstellt wieder. Samtliche ingdem zitierten Satze genannten Salze rufen 
Be mich in schwiacheren Konzentrationen eine /éhere Quellung hervor 


e Wasserquellung betrigt. Die Aussage jenes Satzes trifft nur bei 
iohen Salzkonzentrationen zu. 
Es scheint nach den Untersuchungen Hofmeisters, als ob nur bei Salzen 
hrwertiger Anionen und bei Acetaten die Merkmale der Ladungsquellung 
iftreten; man kann aber auch an Lésungen einwertiger Anionen diese 
Kennzeichen bemerken, besonders wenn die Quellversuche an Hautpulver, 
<«o strukturiertem Kollagen, ausgefiihrt werden. 














t 
(Abb. 19, die der Arbeit von E. Stiasny und W. Ackermann! ent- 
nmen ist, zeigt, daB die Quellung von Hautpulver in Salzlésungen mit 
rewender Konzentration durchweg ein Maximum aufweist. Gelatine 
wegen, weil empfindlicher gegeniiber der peptisierenden Wirkung der 
salze, 14Bt die Ladungsquellung in ihrer charakteristischen Ausbildung 
nes Maximums nur bei gewissen Salzen erkennen, und zwar sind es solche 
er Salze, die nach der Stellung ihrer Ionen in den Hofmeisterschen Reihen 
will ne geringe Peptisierung herbeifiihren. 
hun 
—_ 50r Nz 50, 
wel x wa 
S 
Ihar S] 40 
& af) 
. Zu 3 + Abb. 19. 
nal 30 Quellung von Hautpulver in Neutralsalzlésungen 
ileT 
; Mengenverhaltnis 0,2 g : 20 ccm 
are! 50r KCNS AJ Aus: FE. Stiasny und W. Ackermann, Uber die 
nde A, Wirkung von Trypsin auf Kollagen und die Be- 
ble ¥0r ANO. cin Jucoung dieser Wirkung durch Neutralsalze ! 
it NU; 
0 
3 007 G7 7m 10 
ngs —> Nonzentration 
\; 2 ; : , . , 
B Naher untersucht wurde die Gelatinequellung in den Alkali- 
7 
hloriden. 
Tabelle XXXVI. 
wht 
Quellung der Gelatine in Alkalichloriden. Mengenverhaltnis: 0,2 g : 50 cem. 
Quellhéhe in 
Ty 





Konzentration Gewi oe sthode) 
LiCl NaCl KCI ; “0 1 @ Gelatine 
in 10 ccm 

01 29.5 36 35 0.62 

02 38 36 

0.5 32.5 39.5 40) 

1 38.5 40 42. 5* O.85 

2 48.5 41 39 0,98* 

3 50) 41.5 38 0.95 
gesattigt Loésung Losung 37.5 . 


' Collegium 1923, 8S. 33. 
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Es zeigen also von den Alkalichloriden nur KCl und Ri, 
Maximum der Quellkurve (CsCl, das nicht untersucht wurde. | 
mutlich dieselben Eigenschaften), waihrend bei LiCl und NaC! < 
steigende Ast der Quellkurve nicht mehr zur Ausbildung gy 
sondern durch die standig zunehmende Peptisierungsquellung iiber 
wird 

Die Alkaliionen, in der Reihenfolge des periodischen Systen 
geordnet, bilden eine lyotrope Reihe: Li hat das gréBte, Cs das kleins, 
Peptisierungsvermégen. Ein MaBstab fiir das Peptisierungsverimog 
ist die Fahigkeit konzentrierter Salzlésungen, lufttrockene Gelati 
solvatisieren. Eine Ubersicht iiber die Léslichkeit von Gelatin 
konzentrierten Salzen gibt die Tabelle XXXVI. Die Versuche. der 
Ergebnisse in der Tabelle wiedergegeben sind, wurden so ausgefiily: 
dali eine geringe Menge von Pulvergelatine in die gesattigten Sa| 
ldsungen hineingebracht wurde. Nach 6 Stunden wurde nachgesehe 
ob die Gelatineteilchen noch als soleche vorhanden oder aufgelést ware 
Eine genaue Bestimmung ist manchmal schwer durchzufiihren, da di 
Dauer des Versuchs und die Temperatur eine grobe Rolle spicle: 
Die Versuche beziehen sich auf Zimmertemperatur. Bei 0° hat Na‘ 
kein Solvatisierungsvermégen im Gegensatz zu LiCl. 

Von den Salzen dieser Tabelle tiben nur LiCl und CaCl, eine Wir 
kung auf Trockengelatine aus, die der Wirkung einer Schmelze 
warmem Wasser gleicht. Diese beiden Salze vermégen auch kollage: 


Tabelle XXXVII. 


Peptisietende Wirkung gesittigter Lésungen von Alkali- und Erdalka 
chloriden. 





Peptisierung von 


Gesattigte lufttrockener Zuerst Faser- , 
Lésungen von _ Pulvergelatine gefunden von schrumptung Bemerkungen 
bei 20°C 
LiCl + + Lésung ohne zu queller 
Na ( 1 + E. Stiasny* Obergang von Quellung zu 
Das Gupta Lésung 
NH,Cl + M. A. Rakusin** _ Ebenso 
L. A. Itzkin 

KCl - — 

RbCl -— — 

CsCl — Gesattigte Cs Clp+Lésung 
ist spezifisch schwerer 
als Trockengelatine 

CaCl, + M. A. Rakusin** + Wie bei LiCl 

SrCl, + » — | 

Wie bei NaCl 

Ba Cl, Z a _ | 

MgCl, — " = - 


* Collegium 1925, S. 13. — ** Diese Zeitschr. 149%, 232, 1924. 
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Fasern in der beschriebenen Weise zum Schrumpfen zu bringen. Bei 
len anderen peptisierend wirkenden Salzen tritt die peptisierende Wir- 
kung langsamer auf und JaBt erst eine schwache Quellung der Lésung 
vorangehen. Diese Versuche beweisen den schon friiher mitgeteilten 
Sachverhalt, daB die Peptisierung an sich keine Quellung herbeifiihrt, 
ja sie aber eine gleichzeitig stattfindende Ladungsquellung in starkem 
Mabe férdert. 

Vertauscht man das Cl-lon in den genannten Salzen gegen ein 
underes Anion, so veriindern sich die Wirkungen entsprechend der 
Stellung der Anionen in der lyotropen Reihe. So sind simtliche Sulfate, 
iso auch Li, 8O,, auBerstande, eine Lésung der Trockengelatine her- 
beizufiihren (Rakusin). Vertauscht man hingegen das Cl-lon mit solchen 
Anionen, die in der Hofmeisterschen Reihe auf der entgegengesetzten 
Seite stehen, so wird das Peptisierungsvermégen erhéht; das kommt 
dadurch zum Ausdruck, daB die Gelatine-Solvatisierung bereits bei 
niederer Konzentration einsetzt. 


Tabelle XXXVIII. 


Einflu8 der Anionen auf die Gelatinepeptisierung. 





Ungetahre Konzen- 
Salz tration, die zur Gelatine- 
lésung erforderlich ist 


NaCNS n/2 
NaClO, n 
NaNOs 2n 
NaCl 4n 


Es geht aus dem Bisherigen hervor, daB das Peptisierungsvermégen 
des Salzes durch beide Ionen bestimmt wird. Da man gewohnlich auf 
das Anion achtet, so kann man unter bestimmten Umstanden zu Re- 
sultaten gelangen, die den Angaben der Hofmeisterschen Anionenreihe 
entgegengesetzt sind. Als Beispiel sei angefiihrt ein Vergleich der pep- 
tisierenden Wirkung von LiCl und KNO,. Bei ausschlieBlicher Betrach- 
tung der Anionenwirkung miiBte K NO, starker peptisieren als LiCl, 
gemiB der Reihenfolge NO, > Cl. Auf Grund des gréBeren Abstandes 
in der Folge Li > Na > K hat aber LiCl eine starker peptisierende 
Wirkung als KNO,, was man leicht an einem Gelatineverfliissigungs- 
versuch feststellen kann; ferner erfolgt in LiCl Faserschrumpfung, 
in KNO, dagegen nicht. 

Es macht sich also das Bediirfnis bemerkbar, einen MaSstab fiir 
die Gesamtwirkung eines Ionenpaares auf die Gelatinepeptisierung auf- 
zustellen. Einen solchen MaBstab bietet mit gewissen Einschrankungen 
die Léslichkeit des Salzes. Es la8t sich der Satz aufstellen: Je héher die 
Molaritat eines Salzes in gesiittigter Lésung, um so gréBer sein Pepti- 


Biochemische Zeitschrift Band 209. 6 
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sierungsvermégen. In dieser Regel ist in allgemeinster Form ent} 

was die von Hofmeister ausgesprochenen Teilregeln zum Aus 

bringen, denn bei konstantem Anion verringert sich die Léslic| 
der Salze in der Ho/fmeisterschen Kationenfolge. Diese Regel gilt 
nur fiir die hier untersuchten Paare einwertiger Ionen; eine allge: 
Giltigkeit dieser Regel miiBte erst noch an ausgedehnteren Versu 
nachgepriift werden. Die Verwendbarkeit dieser Regel bewiahrt 
z. B. bei dem oben erwahnten Vergleichsversuch des Peptisier 
vermégens von KNO, baw. LiCl. 





LiCl KNO 
Peptisierungsvermogen . ie ee + 
Molaritat der gesattigten Losung . . . . . 19.4 2.374 


Es ergibt sich nun so eine Moéglichkeit, das Peptisierungsvern 
auch der Sauren zu bestimmen, oder anders ausgedriickt, dem H-lon s 
Platz in der Kationenreihe zuzuweisen, indem man die Reihenfolge 
molaren Léslichkeit anionengleicher Salze und der zugehérigen S 
feststellt. Die Zahlen der Tabelle XXXIX sind nach den Angaben 


Chemiker-Kalenders errechnet. 


Tabelle XX XIX. 





Molaritat der gesattigten Lésungen bei 





Chloriden Nitraten 
LiCl 19,4 HNO, 24.05 
HCl 17,6 LINO, 10,98 
NaCl ) NaNO, 10,29 
KCl K NO, 2.37 
RbCl RbNO,g 2,00 
CsCl CsNO, 0,97 


Das H steht in der Reihe der Chloride an zweiter, in der Reih: 
Nitrate dagegen an erster Stelle. 


Regel. 


Die starkere peptisierende Wirkwi 
von HNO, gegeniiber HCl (s. 8. 361) entspricht also der oben aufgestellte: 


Es ist in Tabelle XXXVI gezeigt worden, daB von den Alka! 
chloriden nur die letzten drei (einschlieBlich CsCl) das charakterist isc! 
Maximum der Ladungsquellung zeigen, waihrend bei LiCl und Na‘ 
ein absteigender Ast wegen der einsetzenden Peptisierung nicht erkenn!a 
ist. Es wire aber wiinschenswert zu erfahren, ob ein Maximum ce! 


Ladung bei ungefaihr derselben Konzentration auftritt wie bei K‘ 


Es gelingt nicht wie bei Essigsiure, wo die Verhaltnisse ahnlich liege: 


durch Quellung in der Kalte eine Quellungsabnahme in héheren K: 


zentrationen 


herbeizufiihren. 


Einen 


Hinweis auf die Gleichartigk« 


der Ladungsquellung in simtlichen Chloriden ergibt jedoch der Verg| 
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Quellwirkung stark verdiinnter Lésungen, wo die Peptisierung 


ne untergeordnete Rolle spielt. 


Joellung von Pulvergelatine 
Erdalkalichloriden. 


Mengenverhaltiis : 


Tabelle XL. 


in verdiinnten Lésungen von Alkali- und 


0,2 ¢ : 20 cem. 





Quellhéhe in 


Salz 
n/100 Lésungen n/10 Lésungen 

Licl 31 27 
NaCl dl 29 

KCl] 29 28 
RbCl 33 27 
Ca] 31 27 
CaCl, 29 28.5 
srCly 31 29 

Ba Cl, 31 30 


) 


Diese Versuche zeigen, dab LiCl und NaCl 


im Gebiete des auf- 


steigenden Astes die gleiche Quellhéhe hervorrufen wie andere Chloride 


2. Ladungsquellung und Elektrolytaufnahme von Gelatine in Neutralsalz- 
lisungen. 


Die am Anfang von Kapitel III aufgestellte Behauptung, daB die 
GesetzmiBigkeiten der Ladungsquellung auch in Salzlésungen auf- 
treten, wird erst dann bewiesen sein, wenn die Gleichzeitigkeit von 
Elektrolytaufnahme und Quellung auch in Salzlésungen festgestellt 
werden kann. Es ist also in folgendem das Augenmerk auf die Salz- 
bindung der Gelatine bei gleichzeitiger Quellung zu richten. Nach den 
bei Saiuren und Basen gewonnenen Erfahrungen miibte in KCl bei einer 
Konzentration von n/l das Maximum der Salzaufnahme erreicht sein, 
weil bei dieser Konzentration das Quellmaximum zustande Kommt. 
Es stellt sich aber der Nachpriifung dieser Voraussage die Schwierig- 
keit in den Weg, daB die sehr geringe Konzentrationsverminderung 
bei so hohen Konzentrationen analytisch nicht scharf genug erfabt 
werden kann, ebenso wie diese Nachpriifung bei Essigsiiure nicht gelang 
Eine andere Schwierigkeit, die bei den Siuren und Basen nicht auf- 
trat, besteht darin, daB der Verlauf der Quellung in Salzen eine auBberst 
flache Kurve darstellt, bei der der genaue Ort des Maximums schwer zu 
erkennen ist. 

Es wurden daher Untersuchungen an solchen Salzen gemacht, bei 
denen das Quellmaximum in schwacheren Konzentrationen auftritt. 
Es fiel bereits bei Betrachtung der Abb. 20 auf, dab alle daselbst an- 
gegebenen Salze ein Maximum in n Lésungen herbeifiihren, mit Ausnahme 


26 * 
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von K,SO,, was in n/10 Lésungen das Maximum der Quellung hy 
fiihrt. Bei Gelatine kann derselbe Unterschied zwischen Salze: 
wertiger Anionen und Sulfaten gezeigt werden. 


Tabelle XLI. 


Quellung von Pulvergelatine in Sulfaten. Mengenverhaltnis: 0,2 g : 5 





Quellhéhe in 


Konzentration 

(Normalitat) Na, 50, K,50, 
0,006 26.5 29 
0.007 26.5 29 
0,008 27 29.5 
0,009 27 80 
0,01 27.5 30 
0,02 27.5* 31* 
0.03 27.5 30,5 
0,04 26.5 29.5 


Das Ergebnis dieser Versuche steht mit der Angabe von Stias) 
und Ackermann in guter Ubereinstimmung. Es ist von vornherei: 
klar, daB die Sonderstellung des Sulfates gegeniiber den Salzen « 
wertiger Anionen mit der Zweiwertigkeit des SO,-Ions zusammenhangt 
Die Bedeutung der Wertigkeit des Anions wird bei Untersuchung de: 
Quellung in Lésungen des primiren und des sekundiren Natriun 
phosphates noch deutlicher. 


Tabelle XLII. 


Quellung von Gelatinescheibchen in KH,POQ,. 





Mengenverhaltnis 0,2 g : 20 com Mengenverhiltnis 0,1 g : 25ccm 
- . . bs ae a ee "% rar ' 
= Molaiae Endgewicht Konzentration Endgewicht 

3 

0,075 1,45 0,025 0,67 

0,1 1,47 0,05 0,71 

0.2 1,33* 0,075 0,75" 

0.3 1.50 0.09 0.73 

0,4 1,48 0,1 0,72 

0.5 1,47 


Diese Versuche zeigen, da fiir die Aufnahme von KH,PO, «i 
Mengenverhiltnisregel gilt: Je gréBer der UberschuB an Quellfliissiy 
keit, um so geringer die Elektrolytkonzentration, bei der das Qu: 
maximum auftritt. Eine Bestimmung der aufgenommenen Menge! 
KH, PO, ergab wegen der Geringfiigigkeit der Konzentrationsabnalh 
keine klaren Werte. 
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Tabelle XLIII. 


Quellung von Gelatinescheibechen in Na,HPO,. 





Autgenommene Menge 
. N »0 Mo 
Konzeptration Ends h r say? ‘ = ' 
(Molaritat) ndgewicht (litration der u erstehen: 
den Lésung mit n 100 HCI 
gegen Methylorange) 


Mengenverhaltnis 0,2 g : 20 cem 


0,005 2.50 1,8. 107° 
0.0075 2.52 2,8 
0.009 2.67 4.0 
0,01 2,73* 3,7 
0,02 2.61 3,8 
0.03 2.55 4.0 
Mengenverhiltnis 0,1 g:25ecem 

0.0025 1.05 1,5 
0,005 1,23* 2,1 
0.0075 1,22 2.25 
0.009 1.16 1.9 
0.01 1.14 1.8 
0,02 1,12 2.0 


Die Versuche mit Lésungen des sekundiren Natriumphosphates 
zeigen die véllige Ubereinstimmung mit den Quellungs- und Aufnahme- 
erscheinungen in Séiuren und Basen: Das Zusammenfallen von Quell- 
maximum und Elektrolytaufnahme und die ungefahre Gleichheit der 
wufgenommenen Elektrolytmengen bei verschiedenen Mengenverhilt- 
nissen. 

Die Elektrolytbindungskurve hat allgemein die Gestalt einer 
Adsorptionsisotherme. Es ist kiirzlich von E. Heymann und E. Oppen- 
heimer! dieselbe Form der Bindungskurve von Salzen an Albumin 
aufgezeigt worden; es eriibrigt sich also an dieser Stelle, die Ausdehnung 
der Untersuchung auf andere Salze. Es mu aber darauf hingewiesen 
werden, daB die Bindungsverhiiltnisse von solchen Salzen, die in-wasse- 
rigen Lésungen hydrolytisch zerfallen, sehr viel komplizierter sind, 
wie die beiden genannten Autoren an dem Beispiel von FeCl, gezeigt 
haben. In solchen Fallen ist es erforderlich, die Aufnahme von Kation 
und Anion einzeln nachzupriifen; im allgemeinen jedoch werden Ka- 
tionen und Anionen bei Eiweibsalzverbindungen in aquivalenten Mengen 
aufgenommen, wie auBer den oben genannten Forschern auch W. Pauli 
und M. Schén? gefunden haben. 


Die Aufnahmezahl von sekundirem Phosphat in Molen Na,H PO, 
pro 1 g Gelatine (rein) betragt ungefihr 23,5 . 10~5, also etwa die Halfte 


1 E. Heymann und E. Oppenheimer, diese Zeitschr. 199, 468, 1928. 


one 


2 W. Pauli und M. Schén, ebendaselbst 158, 253, 1924. 
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des Aufnahmewertes fiir NaOH. Folgende Tabelle gibt einen | 
blick tiber die Abhangigkeit der maximalen Quellhéhe von der M: 


des aufgenommenen Elektrolyten. 


Tabelle XLIV. 





Elektrolyt Konzentration Mengenverhaltnis Aufnahmezah! Quellho 
HCl ( 82 .10° 100 
NaOH 0.005 0,2 ¢:50cem 46 .10°° 74 
Na, HPO, | 23.5. 1078 42 


3. Ubersicht iiber die Theorien der Salzwirkung auf Gelatine. 


Hiermit ist die Notwendigkeit gegeben, die Quellungs- und Aut 
nahmeerscheinungen von Elektrolyten seitens der Gelatine einer y 
meinsamen Betrachtung zu unterwerfen. 


Die Anschauungen, die sich als Folgerungen dieser Befunde ergebe: 
stehen nicht so sehr mit den alten, von Hardy zuerst ausgesprochen: 
Theorien', als mit den Anschauungen von Loeb und Mitarbeitern in w 
vereinbarem Widerspruch. Hardy hatte bereits 1903 auf die spezifisch: 
Adsorbierbarkeit der lonen hingewiesen und die Wirksamkeit der H- wy 
OH-lIonen als besonders auffallend, aber doch nur graduell verschiede 
von der der anderen Lonen dargestellt. Diese Auffassung wurde spete: 
von Hardy selbst zugunsten einer rein chemischen Theorie der Salzbilduny 
zwischen Proteinen und Séuren bzw. Basen aufgehoben. Diese Theori: 
schlieBt aber die Gleichartigkeit sémtlicher Lonen, also in diesem Fal): 
die der H- und OH-lonen gegeniiber anderen Ionen aus. 

Es ist nun interessant zu sehen, wie sich die Anhanger der Salzbilduny- 
theorie mit den Erscheinungen der Gelatinequellung in Neutralsalze: 
auseinandersetzen. Loeb selbst leugnete jede Wirkung von Salzen aw 
Proteine und erklart die Ergebnisse der Hofmeisterschen Arbeiten aus 
unkontrollierten Einfliissen der H- bzw. OH-Ionen. Nach Loeb kam 
Gelatine primar tiberhaupt keine Lonen auBer den H- und OH-Lonen binden * 
Loebs besondere Gegnerschaft gegen die Theorie der Hofmeistersche 
Reihen ist von seinem Standpunkt aus verstandlich, da er nur der Ladungs 
quellung der Gelatine Beachtung schenkt. In der Tat betrifft die Theori: 
der Hofmeister schen Reihen im wesentlichen die Erscheinungen der Lésung- 
quellung. Loeb hat an einigen Stellen seines Buches die Méglichkeit zu 
gegeben, daB noch auBer den Vorgangen, die er im Auge hatte, eine ..Ver 
minderung der Kohiasion‘* zwischen den Molekiilen des Kollagens bzw 
der Gelatine stattfinden kénne, und er bezeichnet es als ein Ungliick, da 
man fiir die Volumenverinderungen ebenfalls das Wort Quellung a: 


' Journ. of Physiol. 29, 29, 1903. 

* Diese Anschauung beherrscht tibrigens nur die spateren Arbeit«! 
Loebs, insbesondere sein Buch, welches 1922 in englischer Sprache erschi« 
In friiheren Arbeiten wurde oft ein anderer Standpunkt vertreten, z. B. da 
Neutralsalze und Gelatine Metallgelatinate bilden, die in Metall- w 
negatives Gelatineion dissoziieren, z. B. Journ. of biol. Chem. 84, 77, 191s 
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t'. Hiermit hat Loeb die Erscheinungen, die in dieser Arbeit unter 
wsquellung verstanden werden, aus seiner Definition der Quellung 
<chlossen. 
In Ergainzung der Loebschen Arbeiten untersuchten Northrop und 
‘2? die Salzquellung der Gelatine, die sich in der Folgezeit nicht linger 
einfaches Wegleugnen beseitigen lie’. Ihre Erklérung fiir die Salz- 
mg lautet folgendermaben: Salze vermégen Gelatine zu peptisieren; 
lispergierte Gelatine, die sich infolge der Peptisierung im Innern det 
tinemicelle anreichert, erhéht den osmotischen Druck im Innern des 
d. h. die Quellung. Diese Erklarung vermag jedoch zwei Punkte nicht 
leuten. Erstens, dali die meisten Salze bei héheren Konzentrationen 
nen Riickgang der Quellung herbeifiihren (absteigender Ast) und zweitens, 
manche Salze, und zwar solche, die besonders stark zu peptisieren 
mogen, wie LiCl und CaCl,, iiberhaupt nicht quellend wirken, sondern 
(relatine ohne merkbare Volumenvergréberung verfliissigen. 
Die Loebsche Anschauungsweise verkennt aber nicht nur die Be- 
uung der Hojmeisterschen Arbeiten, sondern begeht auch den Irrtum, 
ne Bindung der Neutralsalze an Proteine in Abrede zu stellen. Loebs 
Versuche zum Beweise seiner Theorie sind von Pauli*® leicht widerlegt 
worden. Die Tatsache einer Bindung zwischen Salzen und Eiweibkérpern 
st bereits vor den Loebschen Arbeiten langst sichergestellt worden *; 
weiterhin haben viele neuere Arbeiten die Existenz von Protein-Salz- 
verbindungen bestatigt. Hierher gehéren auch die Arbeiten von P. Pfeiffer 
und Mitarbeitern, denen es gelang, Molekiilverbindungen zwischen Neutvral- 
alzen und Aminosiuren bzw. Peptiden kristallisiert zu erhalten. Uber 
lie Art der Salzaufnahme besteht nur insofern Einstimmigkeit, als zwischen 
Protein und Salzen ein anderes Bindungsprinzip in Kraft treten mub, 
ls das zwischen Protein einerseits und Séuren oder Basen andererseits. 
Diese werden nach dem bekannten Schema von den NH,- bzw. COOH- 
Gruppen salzartig gebunden; fiir jene dagegen ist eine Bindung dieser 
Art véllig undenkbar. Wenn also fiir die Bindung von Séuren, Basen und 
Salzen ein gemeinsames Bindungsschema aufgestellt werden soll die 
vorliegenden Versuche zwinger, dazu —, dann mu zuerst einmal das oben 
uwegebene Schema der echten Salzbildung zwischen Saéuren bzw. Basen 


i 


t 


nnd EiweiBkérpern fallengelassen werden. 

Eine Méglichkeit fiir ein gemeinsames Bindungsschema auf Grund 
der Bjerrumschen Zwitterionentheorie hat Pauli® vorgeschlagen, namlich 
die Form des Amphisalzes 

XH,N—R—COOMe, 


die sowohl fiir die Albumin-ZnCl,-Verbindung wie fiir eine Verbindung 
von EiweiBkérpern mit Kohlenséure sich als am annehmbarsten erwies: 
ew . 7 7. POOCRNH,* orn . ; " 
4 [*NH,RCOO-] + ZnCl, —> Zn OOCRNEH* | . 2(/NH,CIRCOO-] 


2/*NH,RCOO-) + Ht + HCO; —» [HOOCRNH,*] 
» [NH,HCO,RCOO>). 


t J. Loeb, Buch 1. ec. 8. 207. 

2 J.H. Northrop und M. Kunitz, Journ. Gen. Physiol. 10, 161, 1926. 
3 Wo. Pauli und M. Schén, loc. 8. 283 ff. 

4 Altere Literatur s. bei Wo. Pauli und Oryng, diese Zeitschr. 70, 


368, 1915. 
5 W. Pauli und M. Schén, |. c. 8S. 279ff. 
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Pauli nennt diese Bildung ionisierter Proteinsalzkomplex: 
molekulare Lonisation’, weil auf ein Elektrolytmolekiil zwei k: 
Proteinionen entfallen. Nun ist gerade Kohlenséure ein sehr unty; 
Vertreter der Séuren und gehért wegen der nahezu gleich groBen Ads. 
barkeit des H- und HCO,-Ions eher zu den Neutralsalzen. Das zeic 
auch darin, daB fiir andere Sauren eine ,,monomolekulare Ionisa: 
als selbstversténdlich vorgeschlagen wird: 


[*NH,RCOO-] + HCl —> [COOHRNH,*] Cl. 


Diese vorgeschlagene Formulierung kann also die Kluft zwis 
Neutralsalzen einerseits und Saéuren und Basen andererseits nicht 
briicken. Bei der bimolekularen Reaktion befriedigt auBerdem nicht 
die beiden Lonen des Elektrolyten auseinander gerissen werden, was 
allen Erfahrungen in Widerspruch steht; es ist vielmehr wegen der Ana 
zu vielen aéhnlichen Ladungs- und Adsorptionserscheinungen offensicht 


dali das adsorbierte Ion seinen Begleiter doppelschichtartig mit an da. 


Adsorbens heranzieht. Endlich laBt das Schema der bimolekularen I.) 
sation keine Méglichkeit offen, daB das eine lon vor dem anderen bevorziuy 
adsorbiert wird; sondern es entstehen aus zwei elektroneutralen kolloide: 
Zwitterionen zwei entgegengesetzt geladene Kolloidionen, wahrend doc! 
die Tatsachen dafiir sprechen, daB die Eiweibkérper durch Neutralsalz 
eine merkliche Ladungsverschiebung erleiden. Hinweise darauf, dali dure! 
Neutralsalze eine Aufladung der EiweiBikérper stattfindet, begegnet may 
in der Literatur! an manchen Stellen. Untersuchungen an vollig elektrolyt 
freier Gelatine haben gezeigt, daB mit Elektrolytfreiheit auch das Minimuw 
an Ladung verbunden ist: derartig gereinigte Gelatine ist in Lésunyen 
unter 3°, unstabil und flockt aus. Ein geringer Kochsalzzusatz stellt 
die Ladung und damit die Stabilitat wieder her?. 

Um nun die Gemeinsamkeit der Wirkungsweise aller Elektroly 
gegeniiber Gelatine auf eine einheitliche Formel zu bringen, ist es zweck 
maBig, auf eine bestimmte Formulierung der aktiven, fiir die Elektrolyt 
bindung in Betracht kommenden EiweiSgruppen zu verzichten und div 
Gelatinemicelle als einen K6érper aufzufassen, der in gleicher Weise Katione: 
wie Anionen adsorbieren kann und sich dabei entsprechend der Meng 
der aufgenommenen Ionen aufladet. Eine derartige Anschauung war, wii 
wir schon mitteilten, urspriinglich von Hardy (1903) ausgesprochen ; 
ist nun neuerdings von H.R. Kruyt und H.C. Tendeloo® wieder aw 
genommen worden, und zwar ebenfalls auf Grund von Versuchen an Gelatin: 
Als Ausdruck der Ladung wurde hier die Viskositatsaénderung von Gelatin« 
solen in der Nihe des isoelektrischen Punktes untersucht. Es eriibrigt sich, 
zu betonen, daB der Ausdruck Adsorption nicht im Sinne eines Gegensatzes 
zu chemischer Bindung gebraucht wird, sondern in dem von Michaelis 
Kruyt u. a. m. verstandenen Sinne. 

Ein weiterer auBerordentlicher Vorteil dieser Auffassung  bestelt 
darin, daB damit eine grundsitzlich gleiche Betrachtungsweise fiir lyophil: 
Kolloide und fiir Suspensoide gewonnen ist. 


! Wo. Pauli, Kolloid-Zeitschr. 40, 185, 1926; daselbst weitere Hinwei=« 
Wo. Pauli und M. Schén, 1. ce. 

2 J. Knaggs, A. B. Manning und S. B. Schryver, Biochem. Journ. 7 
473, 1923; s. auch O. Gerngross, Coll. 1924, S. 420. 

3 K. Akad. Amsterdam, Wisk. en Natk. Afd. 34, 408, 1925. 














Quellung der Gelatine. 309 


Es soll nun in folgendem versuchsweise ein Bild von den Ladungs- 
Quellungsvorgingen entworfen werden, wie es sich nach den Er- 
fahrungen dieser Arbeit ergibt 


{ Versuch einer einheitlichen Betrachtung der Elektrolytwirkung auf 
Gielatine. 

|. Samtliche Lonen, eingerechnet die H- und OH-lonen, verhalten 
sich gegeniiber der Gelatine als Adsorbens gleichartig. Sie kénnen 
dsorbiert werden und verleihen dabei dem Adsorbens eine Ladung 
}a wir es immer mit Lonenpaaren zu tun haben, so wird das lon der 
goberen Adsorbierbarkeit vor dem anderen bevorzugt; das andere 
begleitende lon wird doppelschichtartig mit an das Adsorbens heran- 
geholt 

2. Gleichzeitig tibt aber die Gelatine eine adsorptive Anziehungs- 
kraft auch auf das schwicher adsorbierbare Ion aus. Im Falle des 
systems Gelatine—Salzsaure besteht also eine ebenso starke adsorptive 
Bezichung zwischen der Gelatine und dem Cl-lon, wie im System 
Gelatine—-Kochsalz von gleicher [Cl']. Dasselbe gilt von Systemen 
Gelatine—Schwefelsture und Gelatine—Natriumsulfat. Nun ist das 
\dsorptionsvermégen der Gelatine gegeniiber dem Sulfation betracht- 
lich gréBer als gegeniiber dem Cl-Ion. (Beweis: Quellungsmaximum 
erfolgt in K,SQ, bei niedererer Konzentration als in K Cl-Lésungen.) 
Mithin wird sich auch beim Vergleich von Gelatine-HCl und Gelatine- 
H,SO, die bevorzugte Adsorption von SO, gegeniiber Cl geltend 
machen: gréBere Aufnahme von H,SO, und geringere Ladung, daher 
geringere Quellung. Die Theorie der Salzbildung zwischen Gelatine 
ind Siuren schreibt dem Anion nur eine osmotische Wirksamkeit zu. 
Mit ihr kann man nur die geringere Quellung erklaren, nicht dagegen 
lie hGhere Elektrolytbindung in H,SO,-Lésungen. Damit ist trotzdem 
noch nichts gegen die osmotische Theorie der Quellung ausgesagt. 

Mit anderen Worten: Gelatine iibt auf ein lonenpaar eine adsorptive 
Anziehung aus, welches sich additiv aus dem Adsorptionsvermégen 
beider Lonen zusammensetzt. 

3. Einen MaBstab fiir die Adsorbierbarkeit der Lonen bietet die Kon- 
zentration, bei der die maximale Aufnahme erreicht wird: je geringer 
die fir das Aufnahmemaximum erforderliche Lonenkonzentration ist, 
um so gréBer ist die Adsorbierbarkeit. Doch ist zu betonen, dab Llonen 
gleicher Adsorbierbarkeit nicht in gleichen Mengen aufgenommen zu 
werden brauchen. So besitzen zwar H- und OH-lonen gleiche Adsor- 
bierbarkeit, werden aber bekanntlich in ungleicher Menge aufgenommen. 
Um einer Verwirrung der Begriffe vorzubeugen, wollen wir fiir Adsor- 
bierbarkeit den Ausdruck Adsorptionsintensitat, fiir die Aufnahme- 
menge Adsorptionskapazitat vorschiagen. H- und OH-lonen besitzen 
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also gleiche Adsorptionsintensitat, dagegen verschiedene Adsor; 
kapazitat. 

Der EinfluB eines Elektrolyten auf Ladung und Quellung der (; 
latine tritt um so mehr zutage, je mehr sich beide Lonen des Ji. 
paares in ihrer Adsorptionsintensitaét und -kapazitaét voneinander wWytey 
scheiden. Bei Siuren und Basen haben die H- bzw. OH-Ionen, w 
adsorptiven Eigenschaften betrifft, einen groBen Vorsprung vor 


begleitenden Lonen; infolgedessen ist die Ladung und Quellung sely 


grob. Bei Neutralsalzen vom Typ des Kochsalzes kénnen nur gering 
Differenzen in dem Adsorptionsvermégen beider lIonen  bestehe 
Ladung und Quellung sind sehr gering. 

4. Es ware theoretisch méglich, daB ein lonenpaar existiert, desse; 
Komponenten in gleicher Menge und Intensitét adsorbiert werde; 
Ein solcher Elektrolyt diirfte keine einsinnige Ladungszunahme wy 
kein Maximum einer Ladungsquellung hervorrufen. Die Gelatine wir 


in der Lésung eines solchen Elektrolyten in gleicher Weise positiv wn 
negativ geladen, also isoelektrisch. Dieser Zustand liBt sich aber 


durch nur zwei lonen nicht herbeifiihren. 

Auch die Neutralsalze vom Typus NaCl, die dem Ideal einer js 
elektrischen Ladungsbeeinflussung am niichsten kommen, fiihren ein 
einsinnige Ladungsverschiebung herbei. Es ist aus den Quellversuche: 
nicht zu ersehen, ob das Na-lon oder das Cl-lon bevorzugt adsorbiert 
wird; aus Paulis Angaben iiber die Wanderungsrichtung von Eiweil 
kérpern in Neutralsalzlésungen geht hervor, daB Neutralsalze posit 
aufladen, eder mit anderen Worten, daB das Kation bevorzugt adsor. 
biert wird'. Die Erfahrungen beim Zusammenwirken von Salz w 
Saure sprechen jedoch dafiir, daB das Anion bevorzugt adsorbiert wird 
Zu dieser Auffassung ist auch in einer friiheren Arbeit Loeb? und un 
abhingig davon L. Michaelis® gelangt; der hier bestehende Wide: 
spruch muB leider noch ungeklart bleiben. 

Wir wollen in Ubereinstimmung mit Loeb und Michaelis die An 
nahme treffen, daB Cl vor dem Na bevorzugt adsorbiert wird. b 
Na,SO, wird dann natiirlich erst recht das Anion adsorbiert. Di 
Adsorbierbarkeit von SO, ist gréBer als die von Cl, wie aus der Ver 
schiedenheit der Lage der Quellmaxima in KC] und K,S0O, hervorgeht 

Es ist also zweckmiaBbig, die Neutralsalze in solche einzuteile 
die von seiten des Kations und solche, die von seiten des Anions aid 
sorbiert werden. Die ersteren mégen kationophil, die anderen anionop|i!! 


1 W. Pauli, Kolloid-Zeitschr. 40, 185, 1926; S. 201 ff. 
2 Journ. of biol. Chem. 88, 531, 1918. 
3 Die Wasserstoffionenkonzentration I, S. 235. 
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iber Gelatine genannt sein. Aationophil sind: Erdalkalichloride 


| nitrate; es ist wahrscheinlich, bedarf aber noch der bestatigenden 


tersuchung, daB simtliche Anionen der Rhodanatseite in Verbin- 
mg mit den Kationen der Erdalkaligruppe Salze bilden, die gegeniiber 
Gelatine kationophil sind. Anionophil sind die Alkalisalze mit solchen 
\nionen, die auf der Sulfatseite der Hofmeisterschen Reihe stehen 
vine Ausnahme macht vielleicht das Acetation. 

5. Man kénnte der Meinung sein, daf8 an Adsorptionsintensitat 
.; Wasserstoffion und das Hydroxylion an der Spitze aller Tonen 
sehen. Das ist aber offenbar nicht der Fall: so gibt es Sauren, deren 
\nionen eine gréBere Adsorptionsintensitat besitzen, was sich dadurch 
:erkennen gibt, daB das Quellungsmaximum bei einer viel geringeren 
Wasserstoffionenkonzentration auftritt, als bei Sauren sonst tblich. 
Zu solchen Sauren gehéren die in Tabelle X XI an letzter Stelle ange- 
fikrten Kérper: Tannin, Phenol, Hydrochinon und Brenzkatechin; 
lie Sulfosalicylsiure muB offenbar auch dazu gerechnet werden. Diese 
Siuren gleichen in gewisser Hinsicht den Neutralsalzen, indem sie nur 
ine iauBerst geringe Quellung hervorrufen; wahrend aber die Neutral- 
«alze zur Herbeifiihrung der maximalen Quellung eine sehr hohe Kon- 
entration benétigen und wegen der hohen Konzentration stark pep- 
risierend wirken, so fiihren die genannten Séuren das Quellmaximum 
ei AuBerst schwachen Konzentrationen herbei; die Folge ist, daB tiber- 
saupt keine Peptisation, sondern auf Grund der Entladung im abstei- 
genden Aste starke Entquellung oder Fallung auftritt. Diese Korper 
rufen bekanntlich Gelatinefallung hervor. 

6. Bei zunehmender Elektrolytkonzentration findet eine Ent- 
ulung statt, wobei es nur eine Frage der zweckmabigen Begrifts- 
bildung ist, ob man diesen Vorgang als Zuriickdrangung der Aktivitat 
les angelagerten Elektrolyten oder Annaherung der beiden Lagen der 
Doppelschicht oder Wasserentziehung durch KonzentrationserhOhung 
n der AuBenfliissigkeit oder als Vermehrung des osmotischen Druckes 
sitens der AuBenfliissigkeit interpretiert. Zu einer mdglichst weit- 
gehenden Kompensierung der Ladung, d.h. zum Herstellen des iso- 
elektrischen Zustandes ist die Anwesenheit eines zweiten, antagonistisch 
wirkenden Elektrolyten notwendig, weil jeder Elektrolyt fiir sich 
eine Aufladung erteilt. Der Zustand der gréBtméglichsten Entladung 
wird nur bei vélliger Entfernung von Elektrolyten erreicht. Dieser 
Zustand ist grundsiitzlich verschieden von dem sogenannten isoelek- 
trischen Zustand, der durch Saure-Salzgemische herbeigefiihrt wird. 
Es zeigt sich nimlich, daB die Gelatine im sogenannten isoelektrischen 
Zustande nicht ungeladen ist, sondern vielmehr gleiche Mengen posi- 
tiver und negativer Ladung triigt, daher im elektrischen Felde nach 
beiden Seiten hin wandert. 
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Die oft geauBerte Gleichsetzung von .,isoelektrisch™ mit 

laden** oder ,,im Minimum der Ionisation befindlich’ ist, wie iibe) 

die iibliche Theorie des isoelektrischen Zustandes der Eiweil)k rye, 
irrefiihrend. Letztere Theorie beruht auf der rein spekulativen Be}:) 
lung dieser Frage durch L. Michaelis, wonach Sauren und Basen yy 
nehmlich die Dissoziation des ampholytéhnlichen Eiwei®kérpers |, 
einflussen. Gelatine kann aber insofern nicht als Ampholyt bezeiclye 
werden, als dieser Kérper im reinsten Zustande nur eine Léslichkei: 
von 0,056°,, bei 15°C besitzt!. Gelatine ist also ebenso wie Ko! 


lagen fast unléslich und gehért infolgedessen eigentlich zu 
losungsinstabilen EiweiBkérpern, wie Casein und Fibrin. Nur der Vey 
unreinigung mit Salzen verschiedenster Art verdankt die Gelatine jhp 
Stellung in der Gruppe der lésungsstabilen Eiwei®kérper. Niiheres 
iiber die Theorie des isoelektrischen Punktes siehe 8. 419. 

7. Neben der Ladungsquellung findet unter dem Einflul vo 
Elektrolyten eine Peptisierung statt, die meistens gleichfalls eine \, 
lumenvergréBerung, d. h. Quellung verursacht. Auf die Theorie der 
Elektrolytpeptisierung ist sche 1 eingegangen wor’ a: sie beruht an! 
dem Wettbewerb um Wasser zwischen der Elektrolytlésung und (; 
latine. Beide Erscheinungen, Ladungsquellung und Peptisierung, stehe: 
in einer offenbaren Abhingigkeit. Die Peptisierung an sich verliutt 
ohne Quellung; nur beim Zusammentreffen mit einer Ladungsquelluing 
wirkt die Peptisierung férdernd auf diese. Am schénsten erkennt ma: 
das aus der Férderung der Elektrolytquellung durch Warmepept 
sierung. 

Die Elektrolytpeptisierung wiichst standig mit zunehmender 
Elektrolytkonzentration. Diejenigen Elektrolyten, bei denen das Max 
mum der Ladungsqueflung erst in hohen Konzentrationen auftritt 
werden daher die Férderung der Ladungsquellung durch Peptisierung 
am deutlichsten erkennen lassen. So erklirt sich die deutliche So 
derung der Anionen in der Hofmeisterschen Reihe in zwei Gruppe: 
Die eine Gruppe, gekennzeichnet durch das Rhodanation am Anfang: 
enthalt nur einwertige Ilonen; die andere Gruppe dagegen enthalt aube: 
dem Acetation nur zwei- oder dreiwertige Ionen. Es ist klar, dal 
der Gruppe der mehrwertigen Ionen, bei der iibrigens die Reihenfoly 
weniger deutlich ausgeprigt ist als in der anderen Gruppe, keine ode: 
nur eine sehr geringe Peptisierungsquellung auftritt, weil ja bei ihne: 
das Maximum der Ladungsquellung in einen niederen Konzentrations 
bereich fallt. Es ware daher richtiger, aus der lyotropen Reihe de 
Anionen zwei Reihen zu machen, die eine fiir einwertige, die ander 


1 J. Knaggs, A. B. Manning und S. B. Schryver, Biochem. Journ. /, 
473, 1923. 
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qr mehrwertige lonen. Letztere wiirde eine nur untergeordnete Rolle 
sitzen. Fiir Kationen wird die Trennung nach der Wertigkeit schon 
mer durchgefihrt. 

Die an sich auffallige Stellung des einwertigen Acetations unter den 
veawertigen Ionen erklart sich daraus, daB die Neutralsalzversuche, die 

\ufstellung der Hofmeisterschen Reihen fiihrten, gewéhnlich mit 
‘alzen vom Kation Na oder K ausgefiihrt wurden. Nun ergibt Na- oder 
k-Acetat aber keine neutrale Salzlésung, weil infolge von Hydrolyse freies 
\Ikali entsteht. Eine wasserige Na-Acetatlésung verhalt sich infolge- 
essen wie ein Gemisch von Alkali mit einem neutralen Salz. Ein solches 
wmisch hat aber ganz andere Wirkungen auf Ladung und Quellung als 

le seiner Komponenten. Das Acetation gehért also, wenn man es sich in 
Verbindung mit Na oder K denkt, nicht in die Hofmeistersche Reihe, welche 
die Eigenschaften von ,,Neutralsalzen** charakterisieren will. Nur zu- 
ammen mit dem Ammonium als Kation gibt das Acetation ein neutrales 
salz. Ammoniumacetat gehért aber seiner Wirkung nach in die Rhodanat- 
guppe; die stark peptisierende Wirkung des Acetations kommt auch in 
r starken Lésungsquellung der Essigsiure zum Ausdruck. 

Die Verschiebung der neutralen Reaktion durch Hydrolyse bei Na- 
\cetat diirfte gemeint sein, wenn Loeb die Nichtbeachtung der Wasserst off - 
nenkonzentration Is Grund der Ionenyerschiedenheit bezeichnet. Dab 
eser Einwand aber an der Tatsache dcr Neutralsalzwirkungen nichts 
ndert, geht aus der vorliegenden Arbeit deutlich hervor. 

Es ist offensichtlich, daB mit dem bisher Gesagten die Beziehungen 
wischen Ladungsquellung und Peptisierung nur sehr unvollkommen 
eschrieben sind. Insbesondere ist die bekannte Umkehrung der Hof- 
meisterschen Reihen bei Wechsel der Reaktion noch nicht geklart. 
Hier bedarf es noch weiterer Untersuchungen. 

Wihrend bisher nur die Wirkung eines einzigen Lonenpaares auf 
Gelatine besproéchen wurde, so sollen jetzt die Vorgange klargelegt 
werden, die in Systemen mit mehr als zwei Ionenarten auftreten. Die 
Ergebnisse des niichsten Abschnittes werden das soeben entworfene 
Bild der Ionenwirkung auf Gelatine in der bisherigen Darstellung be- 
stitigen und in einigen wesentlichen Punkten erganzen. 


IV. Quellung der Gelatine in Gemischen von Saduren und Salzen. 
1. Der lonenantagonismus, 

Die Fragestellung, die in diesem Kapitel diskutiert werden soll, 
ist folgende: Wie beeinflussen sich einander zwei lonenpaare, also mehr 
als zwei Lonen in ihrer Wirkung auf Gelatine? Es sei ausdriicklich be- 
tont, daB hierbei eine Wirkung der Elektrolyte aufeinander in ihrer 
chemischen Bindung, wie etwa die von Ca(OH), und Oxalsaure auber- 
halb der Betrachtung bleiben soll, sondern daB nur solche Lonenpaare 
gemeint sind, die, ohne miteinander zu reagieren, in wissriger Lisung 
existieren kénnen. Unter ,,Wirkung“ ist immer die Wirkung auf Ge- 
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latine zu verstehen, die sich in Adsorption, Ladung und «) 
aubert 

Es bestehen hierbei drei Méglichkeiten: Zwei Elektrolyte ver 
sich zueinander indifferent, d. h. es besteht eine Addition der Wir, 
jedes einzeinen Elektrolyten gemaiB der angewandten Konzent: 
und des angewandten Mengenverhiltnisses; oder 2. sie férder: 
d. h. die Wirkung des Gemisches ist gréBer als die bei additiven, 7 
sammenwirken; oder endlich 3. sie hemmen einander in ihrer Wir 
auf Gelatine, wobei die Wirkung des Gemisches schwiicher ist al: 
bei additivem Zusammenwirken. Gegenseitige Férderung nennt 
Svnergismus, gegenseitige St6rung Antagonismus. 


Der lonenantagonismus ist ein vielfach untersuchtes Arbeitsgebiet 
wobei allerdings in den seltensten Fallen die Llonenbeeinflussung geye) 
iiber Gelatine studiert wurde. Obwohl viele Einzelbeispiele antay, 
nistischer lonenwirkung bekannt sind, so fehlt doch ein System, : 
welchem man diese Erscheinungen ordnen kénnte, ja auch die Beg 
bildung unterliegt vielfach Schwankungen!. Bisweilen wird ay 
die entgegengesetzte Wirkung der beiden Ionen eines lonenpaares 
lonenantagonismus bezeichnet. Der Antagonismus innerhalb eine 
lonenpaares kommt in dem parabelférmigen Verlauf seiner Wirkung 
kurve bei steigender Konzentration zum Ausdruck: Der aufsteigen 
Ast bezeichnet die Wirkung des einen stirker adsorbierbaren lons. « 
absteigende Ast wird durch den antagonistischen Einflu8 des entgege: 
gesetzt geladenen lons hervorgerufen. Nun ist aber in Fallen, wo de 
lonenantagonismus als Besonderheit hervorgehoben wird, die gege: 
seitige Beeinflussung gleichgeladener lonen gemeint. Zur Unterscheidung 
sei die selbstverstandliche antagonistische Wirkung zweier entgeg 
gesetzt geladener Ionen: ,.polarer Ionenantagonismus genannt: ( 
gegen mége mit dem Ausdruck ..apolarer Lonenantagonismus™ der 
Antagonismus gleichgeladener lonen bezeichnet werden?. 


Es soll im folgenden untersucht werden, ob zwei Elektrolyte addit 
oder antagonistisch die Quellung der Gelatine beeinflussen und ob auber 
dem selbstverstandlichen polaren Antagonismus auch ein apolare: 
bemerkt werden kann. 


' Handb. d. normalen u. patholog. Physiol. 1. Berlin 1927; H. R 
und K. Spiro, Ionenwirkungen und Antagonismus der Ionen. 

2 Anmerkung bei der Korrektur: In dem sehr wertvollen Sami 
referat iiber das Problem des physiologischen Ionenantagonismus 
D. L. Rubinstein (Protoplasma 4, 259, 1928), das mir leider erst nach \ 
schluB der vorliegenden Arbeit bekannt wurde, wird ebenfalls die Unt 
scheidung zwischen polarem und apolarem Antagonismus, jedoch in eu 
ganz anderen Sinne vorgeschlagen. 
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Q u cei einer Untersuchung des Zusammenwirkens zweier Elektro- 


te ist es notwendig, um nicht durch eine uferlose Mannigfaltigkeit 











Kombinationsmoéglichkeiten 


Verwirrung zu_ stiften, die beiden 








‘ft 
irk siehtigsten ordnenden Gesichtspunkte vorauszuschicken 
nt |. Es ist darauf zu achten, in welcher Konzentration jeder der beiden 
mn oi Elektrolyte vorhanden ist: Befindet sich einer von ihnen in der maxi- 
vem Z en Adsorptionskonzentration, d. h. wiirde er fiir sich allein betrachtet 
Wirkw ne maximale Adsorption, Aufladung und Quellung herbeifiihren, so 
Pra. inn durch Zugabe eines anderen Elektrolyten im allgemeinen nur noch 
nt ee ne Entladung stattfinden. (Absteigender Ast.) So ruft bekanntlich 
n weiterer Saurezusatz zu einer maximal gequollenen Sauregelatine 
Entquellung hervor, desgleichen ein Salzzusatz, wie das folgende Schema 
lie eigt. (Abb. 20.) Die Tatsache, daB der absteigende Ast irgend einer 
, mom 
anta 
Maximum ae Sida 
' che Q poe SGUrELUSONZ S 7 esate 
: 
1 ay | Salzzusarz S| is 
res | | | USOIE 
ei ——~a ieee —> danaenivetios 
—= Abb. 20. Abb. 21. 
: . EinfluB von Salzzusatz und Saure- Einflu® von Salzzusatz und Saure- 
igend zusatz auf maximal gequollene zusatz auf noch nicht maximal 
is. d Sauregelatine (HCl + NaCl). gequollene Sauregelatine 
ote Quellkurve auch durch einen anderen Elektrolyten herbeigefiihrt 
echag werden kann, veranlaBbte Loeb dazu, den Siure-Salz-Antagonismus mit 
F “s der antagonistischen Wirkung iiberschiissiger Saure gleichzusetzen 
28 Loeb sagt: ..Es ist demnach night korrekt, von einem: Antagonismus 
et zwischen den Wirkungen der Siuren und Salze zu sprechen, denn die 
erwihnten Vorgange zeigen, daB auch zwischen wenig Siure und viel 
bs Siure ein Antagonismus besteht.** (1. ¢., S. 108). Die Verhiltnisse 
liegen aber anders, wenn man zu einer noch nicht maximal gequollenen 
lit Siuregelatine weitere Saiure bzw. Salz hinzugibt, wie das Schema der 
Wu ber Abb. 21 zeigt. Es besteht demnach ein prinzipieller Unterschied 
laret zwischen einer Entquellung der Sauregelatine durch Salz und einer 
solchen durch ,,viel Saure* 

Als erste Regel muB man sich also einprigen: Wenn man zwee 
verschiedene Elektrolyte auf ihre gegenseitige Beeinflussung priifen will, 
so kann man nur im Gebiete des aufsteigenden Astes cin eindeutiges 

Resultat erhalten, da im Gebiete des absteigenden Astes jeder Elektrolyt 
sozusagen sich selbst antagonistisch entgegenwirkt. 


2. Wie eben gezeigt wurde, wirkt auf eine maximal gequollene 
HCl-Gelatine jede Elektrolytzugabe entquellend; hierbei tibertrifft die 
entquellende Wirkung von H,SO, diejenige von HCl (Abb. 22). Um- 
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gekehrt jedoch, wenn H Cl zu einer maximal gequollenen H,SO,-( 
hinzugegeben wird, erfolgt zunachst Steigerung der Quellung (A})\, 2 
Die erste Erfahrung wiirde den SchluB rechtfertigen, daB H‘ 
H,SO,antagonistisch wirken. Die zweite Erfahrung dagegen laBt « 
gegengesetzte Urteil richtig erscheinen. Welches Urteil ist nun rj 











Maximum der 
S| 4, vp hliinn, S, HCL ZUSQT. 
S ML quel § Maximum der 
& ACl-zusate Ss 
Ss Ho S0y-ZuUSAIE 1 
| —>Nonzentration ——> Nonzertration 
Abb. 22. Abb. 23. 
Entquellung von HCl-Gelatine durch Einwirken von HCI und H,SO, aut 
HCl und H,SO, Hz S Oy-Gelatine. 


Offenbar ist die Fragestellung falsch; in der Tat ist es nicht 
einfach, die richtige Formulierung fiir die Frage der lonenbeeinflussiy, 
zu finden. Es wird sich zeigen, daB zwei sehr bekannte Fille y 
Ionenantagonismus bei Gelatine' deswegen falsch interpretiert wurde) 
weil die Problemstellung nicht richtig war. Im Falle HCl und H,s0) 
findet sicherlich weder Antagonismus noch Synergismus, sondern a 
ditives Zusammenwirken statt. Um ein Kriterium fiir die drei Mig 
lichkeiten des Zusammenwirkens zu erhalten, miissen zwei Elektrolyt 
in Gemischen so schwacher Konzentration untersucht werden, ¢ 
jeder fiir sich allein genommen eine dem aufsteigenden Aste entspr 
chende Konzentration einnimmt. Oder mit anderen Worten: Die Qu 
lung jedes Elektrolyten in der Konzentration der maximalen Adsor; 
tion mul} verglichen werden mit der Quellung, die das Gemisch | 
hervorruft. Im Gemisch ist dann die Konzentration jedes Elektr 
lyten halb so grob, wie die maximale Adsorptionskonzentration. Dies 
Versuchsanordnung schlieBt, wie man leicht sieht, den Antagonisn 
eines Elektrolyten ,,mit sich selbst‘ aus. 


Fiir das Zusammenwirken von HCl und H,SO, erhilt man dai 
folgende Werte: 
Tabelle XLV. 


Quellung der Gelatine im Gemisch der Sauren HCl und H,SO,. Mer 
verhaltnis: 0,2 g : 50 cem. 





Saure Konzentration Quelibéhe 
HCl | 100 
HySO, 0,005 n 58 
1, HC] + yg HgSO, |) 70 


Gemeint sind die Arbeiten von Lenk und W.0O. Fenn, beide zit 
bei R. Héber, Phys. Chem. der Zelle u. der Gewebe, 5. Aufl., 1, 281. 
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\us dieser Tabelle ist zu ersehen, daB das Gemisch eine mittlere 
Wirkung hervorruft, verglichen mit der Wirkung der Komponenten 
illein. Das bedeutet aber eine Addition der Einzelwirkungen. Es soll 
laher eine mittlere Wirkung bei dieser Versuchsanordnung als ein 
kriterium der additiven Wirkung angesehen werden. Ubertrifft da- 
gegen die Quellwirkung des Gemisches diejenige der beiden Kompo- 
yenten, so soll das Synergismus bedeuten, ist die Quellwirkung des 
Gemisches geringer als die jeder der beiden Komponenten, so soll von 
\ntagonismus die Rede sein. Aus folgendem Schema (Abb. 24) geht die 
Definition deutlich hervor; sie gilt aber nur bei der beschriebenen Ver- 


suchsanordnung 








cal o ~ 

tol > S 
2 CAG =6® S 
& VY2h+We8 > 
> 3 ( 20 
S Ss - 

Addition ANTOIOMUSINUS Sy NEL QISINUS 
Abb. 24. 


Schema des Zusammenwirkens der Elektrolyte A und B auf die Gelatinequellung 
im Gebiete des aufsteigenden Astes 


Es ist nun die Méglichkeit gegeben, jede Kombination zweier 
Elektrolyte, die nicht miteinander reagieren, auf die Art ihres Zusammen- 
wirkens auf Gelatine zu untersuchen. Fiir die Gesamtwirkung ist 
die spezifische Adsorbierbarkeit der einzelnen lIonen des Gemisches 
ausschlaggebend ; um hier eine Cbersicht zu bekommen, mégen folgende 
Svmbole angefiihrt werden. 

Die beiden zusammenwirkenden Elektrolyte werden mit 4 und B 
bezeichnet. Das bei der Adsorption bevorzugte Ion eines jeden Elek- 
trolyten erhalt den Index 1, das nicht bevorzugte lon den Index 2. 
Ein System enthalt also folgende wirksame lonen: A,. Ag, B,, By. 


Die GréBenordnung der Adsorbierbarkeit ist durch die Symbole 
wiedergegeben. Es bedeutet also: 
A, > B,: Das bevorzugte Ion des Elektrolyten A ist starker 
adsorbierbar als das des Elektrolyten B. 
A, < B,: Das bevorzugte Ion des Elektrolyten A ist schwacher 
adsorbierbar als das des Elektrolyten B 
A, = B,: Die bevorzugten Ionen beider Elektrolyten sind gleich 
adsorbierbar. 
Endlich sei von vornherein festgelegt, daB A, > B,, d. h. der- 
jenige Elektrolyt soll mit A bezeichnet sein, dessen bevorzugtes Lon 
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eine gréBere Adsorbierbarkeit besitzt. 


Es ist durch die 
A, > A, und B, > By. 


Definition der Indexe | 


Im Falle <A, 
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B, ist dic 7 
ordnung von A und B zu den beiden Elektrolyten des Systems lx 


und 2 festgelegt 


Es fallen also auf Grund dieser Defini: 


folgende Méglichkeiten weg: A, = A, und B, = B,. Es bleiben » 


folgende Miglichkeiten iibrig: A, > B, und A, = B,, also 2 .3 

Bedenkt man endlich, daB in jeder diese 
Ungleichungen nichts iiber das Vorzeichen 

Vorzeichengleichhe; 


kniipfungsarten. 
Gleichungen bzw. 
ist, daB 


gemacht also 


Moglichkeiten. 


auf 
oder -ungleichheit bestehen kann, so verdoppelt sich die Zah! de 


beiden 


Seiten 


Vey 





Das folgende Schema enthalt alle méglichen Kombination 
(Tabelle XLVI). 
Tabelle XLVI. 
Ubersicht iiber die Zusammenwirkungsmoéglichkeiten zweier Elektrolyt: 
Grund der spezifischen Adsorbierbarkeit ihrer Ionen seitens Gelat 
Adsorptionsverhalten der 
neeey rre Beispicle Wirkun, 
bevorzugten Ionen bevorzugten 
Ionen 
A, und B, ly B, HCl + HNO, Additi: 
, gleichgeladen NaCl + KCl 
Ay B, ( gleichnamige 2 > B, H SO, + HCl 
gleiche Adsor- [onenaufnahme 2< B, HCl + H,S0, 
bierbarkeit 5 Ms 
der bevorzugten Py, und B, 
. tht gleic Li . 
lonen — gleichgeladen Beispiele nicht bekannt 
ungleichnamige 
[onenaufnahme 
A, und B, A, = B, HCl CaCl, 
gleichgeladen a © : — 
> ° 4a¢ ) 9 0 af ( i ( ” 
A, > B, gleichnamige ) a) B, | H,S0, aCly 
ungleiche Ad- |fonenaufnahme) A, < By kein Beispiel bekannt 
sorbierbarkeit 
der bevorzugten Ry ees ; A, = B, “ - “ 
tht cleichge ’ : P . 
Ionen ee!) £2, HCl + NaCl Antagonis 
ungleichnamige 3 2 
Ionenaufnahme Ag < By, NaOH + Cal, 


* Gilt nur unter Beriicksichtigung der Léslichkeitsgrenze von CaSQ,. 


Die in der letzten Spalte angefiihrten ,,Wirkungen™ sind auf Grund 


von Versuchen gefunden worden, die nach der eben beschrieber 


Versuchsanordnung angestellt wurden. 


Von diesen Versuchen sind nur die wichtigsten in extenso ang: 


geben. 








he 
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Der einfachste Fall ist der des Zusammenwirkens von NaCl und 
HCl Das Gemisch 25 ccm n NaCl + 25cem n KC! hat dieselbe quel- 
ende Wirkung wie 50 ccm n NaCl oder n KCl, d. h. KCl und NaCl 
ind véllig durcheinander zu ersetzen. 


Es 1aBt sich kein schéneres Beispiel fiir Nichtantagonismus denken; 
enn nach Lenk! trotzdem diese beiden Salze Antagonismus ausiiben 
lien, so konnte Lenk nur auf Grund einer falschen Fragestellung zu dieser 

Behauptung gelangen. Lenk erwartete némlich, dab das Gemisch det 
Salzlésungen im Verhaltnis 1:1 genau die doppelte Quellung hervorrufen 
virde wie jede Komponente fiir sich. Er tibersah dabei, da® durch das 
Zusammenmischen jede Lésung auf die Halfte verdiinnt wurde. Es andert 
labei nichts, daB Lenk die Konzentrationen verschieden wahlte: 0,2 n 
NaCl und 0,ln KCl. Das Gemisch ruft eine Quellung hervor, wie aus 
\bb. 25 hervorgeht, welche genau in der Mitte liegt. Das System NaCl 
md KCl zeigt tibrigens nach der Definition des Antagonismus von W. 0. 
Fenn? keinen Antagonismus. 


Nall m/5 







ae NAClUAll Abb. 25 
NClLm/0 (Entnommen aus: 2. Hober, Physikalische Chemie 


der Zellen und Gewebe, 5. Aufl.) 


Quellung von Gelatine in NaCl, KCI und dem 
Gemisch NaCl + KCI nach Lenk 





0 20 ¥0 60 80 100 120 
Stunden 

Genau so wie im System NaCl + HCl ist das Zusammenwirken 

von HCl — HNO, und das von NaOH + KOH. Das System Ca(OH), 
NaOH verhialt sich genau so wie das System H,SO,— HCl (s. Ta- 
belle XLV). 

Die iibrigen untersuchten Systeme der Tabelle XLVI sind solche 
verschiedener Adsorbierbarkeit der bevorzugten Lonen, also Systeme 
vom Typus Siure + Salz oder Alkali — Salz. Die bisherige Betrach- 
tungsweise bemerkte nur eine Art des Zusammenwirkens von Sauren 
ind Salzen. Der Unterschied jedoch zwischen Saure-Salz-Systemen 
gleichnamiger und ungleichnamiger lonenaufnahme zeigt sich’ in den 
folgenden Tabellen. 

Tabelle XLVII. 


Quellung der Gelatine in Gemischen von HCI und NaOH mit NaC! 





Konzentration Konzentration : 
Quellhéhe Wirkung Quellhéhe Wirkung 
HCl NaCl NaOH NaCl 
0.005 0 100 0.005 0 74 
) l 31.5 0 l 31,5 
0,0025 0.5 29 Antago- 0.0025 0.5 34.5 Addition 
nismus 





1 Diese Zeitschr. 73, 58, 1916. 
2 Proc. Nat. Acad. Se. 2, 534, 1916. 
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NLVIII. 





Quellung der Gelatine in Gemischen von HCl und NaOH mit ¢ 








Konzentration Konzentration 
Quellhéhe Wirkung Quellhéhe \\ 
HC) CaCl, NaOH CaCl, 
0,005 0 100 0,005 0 74 
0 1 37 0 1 37 
0.0025 05 37.5 Addition 0.0025 0.5 36.5 An S 
= 
Es erklart sich nun auch, weshalb Kochsalz auf HCl-Gelatinyy 


anders einwirkt als auf Alkaligelatine: die entquellende Wirkung gege: 
iiber Sauregelatine ist viel starker als gegeniiber Alkaligelatine ; in diese) 
Falle fiihrt sie nur bis zum Grade der Wasserquellung, in jenen fiili: 
sie noch weiter. Dieses unterschiedliche Verhalten kommt auch a 
den Kurven der Arbeiten von D. J. Lloyd und W. B. Pleass' gut 
Ausdruck. Das Umgekehrte ist der Fall, wenn man CaCl, an Stel} 
von NaCl verwendet: CaCl, driickt die Quellung von Alkaligelatin 
stirker herab als die von Sauregelatine. 

Dieser Unterschied in der entquellenden Wirkung anionophile: 
und kationophiler Salze auf Sauregelatine kommt jedoch erst bei zien 
lich hoher Salzzugabe zur Geltung. 

In geringen Salzkonzentrationen ist kein Unterschied zwische: 
NaCl und CaCl, zu merken. Jedoch besteht immer ein Unterschie: 
zwischen der Entquellung durch Salz und der durch ,,viel Saure 


Die Entquellung der Sduregelatine durch Salzzugabe. 


Die naihere Untersuchung lehrt, daB die von Loeb 
Gleichsetzung von Saéure-Saureentquellung und Séure-Salzentquellung 
Gebiet des absteigenden Astes zwar dem Richtungssinne nach erlaubt 
(im Gegensatz zum Gebiet des aufsteigenden Astes, wo auch das ni 
der Fall ist, wie Abb. 22 zeigt), aber nicht den absoluten Werten nac! 
Vielmehr fiihren Alkali- und Erdalkalichloride eine starkere Entquellun: 
herbei als die Zugabe aquivalenter Mengen HCl. 


vorgenomine 


eht 


Tabelle XLIX. 


Vergleich der entquellenden Wirkung von NaCl und HC! auf maxi 
gequollene HCl-Gelatine. Mengenverhialtnis: 0,2 g: 50 cem. 





~ ~ . Difterer 
HCl . HCl NaCl. 

Konzentration Quellhdhe Konzentration Konzentration Quellhohe PS a 
0,005 108 0 108 0 
0.006 106 0,001 100 6 
0,008 103 is 0,003 9n 13 
0.01 97 0,005 0,005 83 14 
0.03 68 0,008 59 9 
0,05 57 0,01 52 5 

1 Biochem. Journ. 21, 1332, 1927; 22, 1008, 1928. 
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Die Erklaérung fiir dieses Verhalten kann darin gesucht werden, dab 
NaCl-Zusatz eine Austauschadsorption von Na-lonen an Stelle von 
i.Jonen stattfindet. Ein Beweis dafiir liefert die Zunahme der freien 
H-Jonen in der AuBenfliissigkeit bei Zusatz von Salz zu Sauregelatine. 

Die Aziditatserhéhung durch Salzzusatz wurde von Pauli und Han- 

vy) gefunden. Man kénnte gegen die Versuche von Pauli und Han- 

y den Einwand machen, daB auch ohne Ejiweil die Aziditat einer 
Sjurelésung durch Salzzusatz erhéht wird. Um zu sehen, wie weit die 
Erhohung der H durch Austauschadsorption am Eiweil bedingt ist, wurde 
ne genaue elektrometrische Aziditaétsbestimmung vorgenommen (Pav: 
nd Handovsky arbeiteten mit Indikatoren). 





Pu Wert nach Zu- 0.2 g Gelatine 
Séures ' gabe yon 0,25 com 
konzentration Pu Wert a NeCi se S0ccm Pur Wert Pu: Wert 
Saure ge a 
[NaCl] 0.005 n ohne Salz mit Salz 
0.004 2.36 2.36 2.83 2.76 
0,006 2.17 2,17 2.45 2.41 
0.008 2.06 2.06 2.26 2,24 


Diese Aziditaétserhéhung wird aber nur bei geringen Salzkonzentrationen 
wmerkt; bei héherer [NaCl] tritt das Umgekehrte ein: Abnahme der |H’'| 
n der AuBenfliissigkeit, also Erhéhung der H-Aufnahme seitens der Gelatine. 
Diese Erscheinung wurde von P. Rona und L. Michaelis? schon friiher 
bei Adsorptionsversuchen an Kohle beobachtet. Die beiden Autoren er- 
kliren sie damit, da durch die starke Erhéhung der |Cl’] in der Auben- 
fliissigkeit die adsorbierten H-Ionen ihre zugehérigen Cl-lonen kriftefrei 
an das Adsorbens heranschleppen kénnen. Es finden also zwei Vorgiinge 
nebeneinander statt, von denen der erste eine Adsorptionserniedrigung 
Austauschadsorption), der zweite eine Adsorptionserhéhung des H-lons 
hewirkt. Der erste Effekt, der von Rona und Michaelis ebenfalls beobachtet 
wurde, wird bei Erhéhung der Salzkonzentration durch den zweiten tiber- 
kompensiert ; von n/100 Salzgehalt an ist bei den hier gewahlten Versuchs- 
hedingungen nur der zweite Effekt zu bemerken. 


Verschiebung der End-py-Werte in der Quellfliissigkeit durch Salzzusatz. 
Mengenverhaltnis: 0,2 ¢ Gelatine zu 50 cem. 





Anfangs-py- Wert End-py’Wert 
Saure- durch die geringen = : 
konzentration Salzzusatze nicht obne Salz bei Salzgehalt 

veranderbar n/100 n/10 
0,004 2,34 2,80 2.90 2.95 
0.005 2.24 2.50 2.55 2.60 
0,006 2.17 2.41 2.45 2.52 
0,007 2,10 2,31 2,31 2,36 
0,008 2.06 2,22 2,22 2,23 
0.01 1.96 2.08 2.09 213 


1 Diese Zeitschr. 18, 340, 1909. 
2 Ebendaselbst 97, 85, 1919. 
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Eine Versuchsreihe mit einer Zugabe von n NaCl ergab der 
nach ein ahnliches Resultat, nur werden hierbei die Anfangs-p 
betrachtlich erhéht, so daB ein Vergleich der End-py-Werte mit de 
angefuhrten nicht statthaft wire. Die Wiedergabe der Zahlen wurd: 
unterlassen. 

Die Theorie von Rona und Michaelis befriedigt jedoch nich) 
kommen. Es ist naimlich nicht einzusehen, warum nicht eine Zugaly 
HC! anstatt NaCl denselben Effekt, namlich den einer stetig wachis« 
H-Adsorption mit Zunahme der [Cl’] in der AuBenfliissigkeit herh« 
Tatsachlich tritt aber das Gegenteil ein: ein Wiederfreiwerden von H-|] 
was sich darin a&ubert, daB die H-Bindungskurve die Héhe des Maxi: 
nicht streng innehaélt, sondern nach Erreichung des Maximums 
sinkt. Das zeigte sich bei allen untersuchten Séuren und wurde auc! 

W. Pauli und H. Wit! gefunden. 

Es ist nun noch die Frage zu beantworten, in welcher Weise sic! 
EKinfluB des Anions auf die Entquellung von Sauregelatine geltend mac!) 
Man ersieht den EinfluB des Anions aus der Gegeniiberstellung der System 
HC] + NaCl und HCl + Na,SO,. Das System HCl + Na,SO, ist 
fern nicht genau mit dem Chloridsystem zu vergleichen, als man | 
Innehalten gleicher |Na’] zu wenig SO,-Ionen im Sulfatsystem hat, wahre 
bei Gleichsetzung von [Cl’} und [SO{] im Sulfatsystem doppelt so vi 
Na-lIonen als im Cl-System erscheinen. Die Entquellung durch Na, 0, 
ist aber auch dann viel gréBer als die durch NaCl, wenn [Cl’] gleich 1, (SO, : 
ist. Ferner tritt noch bei diesem System dadurch eine Kesapliketion vul 
daB durch Bildung von Na HSO, freie lonen entfernt werden. Die star} 





\ 

entquellende Wirkung des Na,SQO,-Zusatzes diirfte jedoch auf alle 
den freien SO,-Ionen zuzuschreiben sein. ; 
Tabelle L. ) 
Entquellung von HCl-Gelatine durch NaCl und Na, SO,. Mengenverhaltni- 
0,2 ¢: 50 cem. 
_Kensentestion (Normalitét) an | 
Heese: Quellhohe 

HCl “NaCl Na, SO, 

0,005 0 0 100 
0,005 0,003 0 88 | 
0,005 0 0,003 ({Na‘] [Ba ) 63 
0,005 0 0,006 ({ClI'} [SO;]) 55 ' 


Wahrend eine Saéuregelatine durch ein anionengleiches Salz imme: 
starker zum Entquellen gebracht wird als durch weitere Séurezugabe, - 
wird Salzgelatine nur dann durch Séurezusatz staérker zum Entquelle: 
gebracht als durch weiteren SalziiberschuB, wenn das System Séure — Sa! 
bzw. Alkali—Salz ein System ungleichnamiger Ionenaufnahme ist (K‘ 

HCl). Im anderen Falle: KCl + NaOH ist die Entquellung dure! 
weiteren Salzzusatz starker. 

Betrachtet man die bisher vorliegenden Ergebnisse auf den Cha- 
rakter des Zusammenwirkens zweier Elektrolyte, so finden wir, a)- 


1 Diese Zeitschr. 174, 308, 1928. Der Bindungskurve von HC] : 
Gelatine entspricht bei Pauli und Wit die Kurve der ,,Normalitaét des 
Glutinchlorids“, l. ec. 8. 317, Abb. 1 
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yschen von dem polaren Antagonismus eines Elektrolyten ,,mit sich 
wibst entweder additives Zusammenwirken oder Antagonismus 
svnergismus kommt nicht vor. Antagonismus tritt nur bei Systemen 
ngleichnamiger Ionenadsorption auf. Das bedeutet, dal dieser An- 


tagonismus ebenfalls polarer Natur ist. Mit anderen Worten: Es gibt 
iberhaupt nur polaren lonenantagonismus. 


us Zusammenwirken zweier Elektrolyte, deren Konzentrationen sich stetig 
und in entgegengesetzter Richtung verdndern. 

Die bisherigen Ergebnisse erlauben nunmehr, solche Systeme zu 
mtersuchen, bei denen zwei Elektrolytlésungen zu Gemischen ver- 
schiedener, aber sich gleichmaBig andernder Zusammensetzung zu- 
sammengegeben werden. Folgendes Schema zeigt die Art der Herstel- 


ung solcher Gemische. 








te) at:té‘( ~~ ~»=0 Prozentualer Anteil des Gemisches an A 
ae T 1 
1 =O 60 40 20 oO ” a ” ~ B 


Solche Gemische werden auberordentlich oft angewandt. Ab- 
gesehen von den Arbeiten von Fenn!, der solche Gemische systematisch 
untersuchte, 1a4Bt sich jede Reihe von Puffergemischen und jede Reihe 
von Titrationsstufen, d. h. Siure, die durch standig wachsenden Alkali- 
zusatz partiell neutralisiert wird, als ein derartiges System verstehen. 

Es ergibt sich von vornherein nicht nur eine fast uniibersehbare 
Mannigfaltigkeit von derartigen Systemen, sondern es zeigt sich, was 
die Schwierigkeit erhéht, daB jedes System zu den verschiedensten 
Wirkungen fiihrt, je nach den Koazentrationen der Stammlésungen. 
Es wird sich aber zeigen, daB wir auf Grund der bisherigen Erfahrungen 
leicht Ubersicht gewinnen kénnen. 

Das einfachste Beispiel ist das System NaCl + KCl. Vermischt 
man zwei Stammliésungen von n NaCl und n KCl in der angegebenen 
Weise miteinander, so findet man, daB die Gemische genau die gleiche 
Wirksamkeit haben wie die Stammlésungen (Abb. 26). Die Wirkungs- 


E 40 
S 
ey 
S| 
= on 
S120 
3 
NaClin 0 
ACLO Abb. 26. ™m 
Additives Zusammenwirken von NaCl und KC! auf die Gelatinequellung 
Die beiden symmetrisch veriaufenden Kurven stellen die Quellkurven von 
KCl und NaCl im Bereiche von 0 bis In dar. 


Die gradlinige Verbindung der Quellhéhen der Stammldésungen stellt die 
Quelikurve der Gemische dar. 














1 Journ. of biol. Chem. 88, 279, 439, 1918; 34, 141, 415, 1918. 








414 A. Kiintzel: 


kurve der Gemische bei einem solchen Diagramm wird durch die , 


linige Verbindung der Wirkungspunkte der Stammldésungen ge!) \je+ 
Derartige Gemische, deren Wirkungskurve geradlinig verliuft |, 
denen also die beiden Komponenten beliebig miteinander  vertajise}; | 
werden kénnen, zeigen additives Zusammenwirken. Vielfach defijjer; 


man im Gegensatz dazu den lonenantagonismus durch eine; 
nicht geradlinigen Kurvenverlauf derartiger ( 






mische'. Man sieht aber leicht, daB inme 


HCL 





dann ein nicht geradliniger Kurvenver|ay{ 
entstehen mub, wenn die Stammlésungen ve 
schiedene Konzentrationen haben. Am beste) 
erkennt man das aus der Wirkungskurve dey 
Gemische zweier Lésungen desselben Elektr 


S) 


UCL * Hy SO; 





> 
Ss 


lyten, aber von verschiedener Konzentrat ion 
Mischt man z. B. die Stammlésungen 0.042 
und 0,02n HCl in der angegebenen Weis 
miteinander, so muB die Wirkungskurve des 
Gemisches der Quellkurve in HCl im Bereic! 
HCLOO00SN 0 = 0.02 bi ° ‘ . 7 
HeS0, 0 g00sn, Von 0,02n bis 0,002 n HCl entsprechen; dies 
Kurve hat aber in diesem Bereich ein Max 


—> uellhohe inmm 
w + WY 
$s 8s 


%\ 
=) 











Abb. 27. 
Zusammenwirken von HC! mum. In Ahnlicher Weise sieht man, dal H(| 


aan aie tees und H,SO, nur dann eine fast geradlinig: 
tration der Stammlésungen. Wirkungskurve ergeben, wenn die Stamm 

losungen gileiche Konzentrationen habe 
(Abb. 27). Mischt man Stammliésungen ungleicher Konzentration 
so entstehen Kurven so komplizierten Verlaufes, daB es keinen Zweck 
hat, sie auf Maxima, Minima, Knick- oder Umkehrpunkte deuten 
wollen (Abb. 28 und 29). Die jeweils auftretenden Quellhéhen kommen 
jedoch durch additives Zusammenwirken der im Gemisch vorhandene: 
Ionen zustande, wie sich leicht erkennen |aBt. 


Man kénnte diese Definition dadurch zu retten versuchen, da 
man sie nur fiir Gemische gleichkonzentrierter Stammlésungen gelten 
laBt. Diese Vorschrift muB aber fallen gelassen werden, wenn 
man zwei Elektrolyte wngleicher Adsorbierbarkeit untersucht, dic 
verschiedene maximale Adsorptionskonzentrationen besitzen. Zw: 


1 W.J. V. Osterhout, Journ. of biol. Chem. 84, 363, 1918; W.O. Fe 
Proc. Nat. Acad. of Sciences 2, 534, 1916, zitiert bei R. Hober, Phys. Che: 
der Zelle u. der Gewebe, 5. Aufl., 1, 281. In einer spiteren Arbeit (Journ 
biol. Chem. 84, 141, 1918) definiert Fenn etwas vorsichtiger: Antagonisn 
tritt auf, wenn der Mischeffekt der beiden Elektrolyte geringer ist als «| 
Wirkung des starker wirkenden allein. Danach mii®ten HCl und H,0, 
Antagonisten sein (Abb. 27, 28 und 29). 
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erartige Elektrolyte ergeben in ihren Gemischen unter allen Umstanden 
im nicht geradlinige Wirkungskurve. So umfabt z. B. das Gemisch 
kK Cl — n HCl nur den aufsteigenden Ast der K Cl-Quellkurve, dagegen 
len absteigenden und aufsteigenden Ast der HCl-Quellkurve ; bei letz- 
terer lberwiegt der absteigende Ast betrachtlich. 

Diese Definition des Antagonismus liBt sich also nicht bei- 
behalten, ohne mit den hier getroffenen Definitionen Abb. 24 und 
Tabelle XLVI in Widerspruch zu geraten. Die Wirkungskurven solcher 
Gemische kénnen dagegen sehr gut bei verinderter Definition zur 
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HCLO,07n 0 HCLO,005n 0 
1,50, 0 Q005n Hp SO, 0 Q07n 
Abb. 28. Abb. 29. 
Zusammenwirken von HCl und Zusammenwirken von HCl und 
H,SO, auf die Gelatinequellung. Hy SO, auf die Gelatinequellung 
Unfgleiche Konzentration der Ungleiche Konzentration der 
Stammlosungen Stammlosungen. 


Unterscheidung zwischen Antagonismus und additivem Zusammen- 
wirken herangezogen werden. Es zeigt sich niimlich, dai derartige 
Kurven in zwei deutlich voneinander verschiedenen Formen auftreten. 
Die eine Form besitzt ein absolutes Minimum, das bedeutet, dab die 
Quellhéhe eines der Gemische geringer ist als die beider Stammlésungen. 
Die andere Form hat kein absolutes Minimum, d. h. die Quellhéhe 
eines Gemisches ist nicht geringer als die der weniger quellungsférdernden 
Stammlésung. Die erste Form kommt allen Systemen ungleichnamiger 
lonenaufnahme zu, die andere Form den Systemen gleichnamiger 
lonenaufnahme. Wir haben also damit ein zweites Kriterium fiir den 
Antagonismus zweier Elektrolyte von ungleichnamiger [onenaufnahme 
kennengelernt, welches bestatigt, da Antagonismus nur bei Systemen 
ungleichnamiger Jonenaufnahme auftritt. 


Das eben Gesagte wird an folgenden Beispielen (Tabellen LI 
und LIT und Abb. 30 und 31) deutlich werden. 
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Tabelle LI. 
Quellung der Gelatine in Gemischen von KC] und HCl. Ungleic! 
Ionenaufnahme (Antagonismus). 
n KCl n/t00 HCl Quellhéhe 
com com . 
50 of. 0 35 
40 10 32,5 Minimum! 
30 + 20 36 
2n 30 39 
10 49 43 
0 59 92 
Tabelle LII. 


Quellung der Gelatine 


in Gemischen von KC] und NaOH. 


Gleichnamig 


Ionenaufnahme (Addition). 








n 100 NaOH 

















o KCI Quellhéhe 
com ccm 
50 0 35 
40 + 10 36 kein Minimum! 
30 + 20 37 
20 + 30 39 
10 + 40 40 
0 + 50 51 
100 was | 
90 HCL 90 
| 
80 80 
E £ NaoH 
& 70 S 70 
2 & 
s 60 s 60 
o “~S 
e 50 & 50 
40 | got NaOHenc, 
30 adi 7) a 
ACL 
20r 20 
HClLQo0m <— 0 MaQhHQ ——> 007 
ACLO — mm AClin <— 0 
Abb. 30. Abb. 31. 


Zusammenwirken von HCI und KCl 
auf die Gelatinequellung 
Die Quelikurve der Gemische hat ein 


Zusammenwirken von NaOH und 
KCl auf die Gelatinequellung. 
Die Quellkurve der Gemische hat 


Minimum (Antagonismus). kein Minimum (kein Antagonismus) 


In gleicher Weise kommt der Unterschied der beiden Formen 
der Wirkungskurven bei den Systemen NaOH -- CaCl, (Antagonismus 
bzw. HCl JaCl, (Addition) zum Ausdruck. 


Systeme von Ionen, die miteinander reagieren, sind zwar definitions- 
gemaB von dieser Untersuchung ausgeschlossen, doch wird das Ver 
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dnis fiir die vorliegenden Zusammenhange sehr erleichtert, wenn 
ui nicht nur Saure-Salz-Systeme, sondern auch Titrationsgemische, 

Saure-Alkali-Systeme dieser Betrachtung unterwirft, z. B. das 
system HCL NaOH. Dieses System besteht, wie man sofort erkennt, 
ws den beiden Systemen HCl NaCl und NaCl + NaOH, beide 
getrennt durch den Neutralisationspunkt, in welchem nur NaCl vorhan- 
den ist. Als Ganzes genommen ist natiirlich das System HCl — NaOH 
das extremste Beispiel fiir ungleichnamige Lonenaufnahme. 

Wir sehen, daB derartige Systeme mit ihren Stammlésungen 
eine saure bzw. alkalische Quellung hervorrufen, wobei durch die Ge 
mische die eine kontinuierlich in die andere itibergefiihrt wird. Die 
Umstimmung von einer sauren in die alkalische Quellung, oder um.- 
gekehrt. fiihrt aber allemal zu einem Quellminimum. Dieses Quell- 
minimum bedeutet den isoelektrischen Zustand. Es fallt bei umgenauer 
Betrachtung mit dem Neutralpunkte der Titrationsreihe zusammen 
Tatsachlich liegt es aber entweder auf der sauren oder auf der alkalischen 
Seite vom Neutralpunkt, je nachdem ob das neutrale Salz anionophil 
oder kationophil ist. Im System HCl + NaOH liegt der Minimum. 
punkt auf der sauren Seite, vom Neutralpunkt aus gesehen; im System 
HCl -+- Ca(OH), liegt er auf der alkalischen Seite. Das Nichtzusammen- 
fallen von Neutralpunkt und Quellminimum einer solchen Reihe kommt 
jedoch erst bei relativ hoher Gesamtelektrolytkonzentration zur Geltung, 
weil erst dann die Eigenquellung des Neutralsalzes von Belang ist 
Abb. 30 und 31 zusammengeriickt und zu einer Abbildung vereinigt, 
wirden die Quellkurve des Systems HCl + NaOH anschaulich 
machen. 

In Titrationsreihen von geringer Gesamtelektrolytkonzentration : 
etwa n/100 HC] + n/100 NaOH fallt das Minimum genau mit dem Neutral- 
punkt zusammen. Der pqg-Wert des Neutralpunkts und daher des Minimums 
ist infolge des groBen Umschlagintervalls der Titrationskurve von HCl 
mit NaOH nicht zu bestimmen. Wenn dagegen an Stelle von HC! eine 
schwache Saure gesetzt wird, etwa Essigséure, so zeigt sich die Inkongruenz 
zwischen Neutralpunkt und Minimum bereits in schwachen Konzentra- 
Im System Essigséure + NaOH liegt das Quellminimum auf der 
Der Umschlagsbereich dieser 
Ersetzt man nunmehr 
nahe- 


tlonen. 
sauren Seite des Neutralpunkts (pq = 4,7). 
Titrationskurve umfaBt das Intervall pq = 7 bis 11. 
auch die Natronlauge durch das im Starkegrad der Essigséure 
kommende Ammoniumhydroxyd, so erhaélt man wieder ein fast vdlliges 
Zusammenfallen von Neutralpunkt und Quellminimum. Da hier der 
Umschlagspunkt der Titrationskurve sehr eng ist und mit pg 7 zu- 
sammenfallt, so l48t sich mit vdélliger Eindeutigkeit ein Quellminimum 
eines solchen Systems bei pg = 7 erzielen. 


Es 14Bt sich ganz allgemein sagen: Mischt man zwei Elektrolyte, 
von denen der eine eine saure Quellung, der andere eine alkalische 
Quellung hervorruft. miteinander in der angegebenen Weise zu 
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Mischreihen, dann hat die Quellkurve der Gemische ein abs: ites \n 
Minimum. 

Saure Quellung rufen hervor: Sauren, saure Salze, Salze jj 
durch Hydrolyse freie Siiure bilden. und kationophile Neutra|sa\y, 
Alkalische Quellung rufen hervor: Basen, Salze, die durch Hydro iys 
freies Alkali bilden, und anionophile Neutralsalze. 

Es ist nun noch kurz zu besprechen, was geschehen kann, weny 
man zwei Elektrolyte aus ein und derselben Gruppe miteinander kom 
biniert, etwa HCl — CaCl,. Es ist schon ausgefiihrt worden, dal} <j \ 
Wirkungskurve eines solchen Gemisches kein absolutes Mininun 
haben kann. Doch kann sie ein absolutes Maximum haben. Es kommt 


lediglich auf die gewahlte Konzentration der Stammlisungen an. ob f 
die Kurve ein absolutes Maximum hat oder nicht. Der Verlauf eine: e 
solchen Kurve wird durch die Komponente der héheren Adsorbierbarkeit . 
(also in diesem Falle HCl) bestimmt. Ruft diese Komponente innerhal) . 
ihres Konzentrationsbereiches ein Quellmaximum hervor, dann ist r 
die eine Bedingung erfiillt, daB auch das Gemisch ein absolutes Maximun P 
zustande kommen lat. Die andere Bedingung ist, daB die Kom 

ponente geringerer Adsorbierbarkeit nicht in zu hohen Konzentrationen . 
anwesend ist, weil sie dann nur allein ihren Einflu8 im Gemisch geltend J 
machen wiirde. Als allgemeine Regel liBt sich aufstellen: Wenn , 
Stammlosungen gleicher Konzentration gewahlt werden und der stiarke: p 
adsorbierbare Elektrolyt von héherer Konzentration ist, als der maxi ( 


kurve der Gemische ein absolutes Maximum. (Beispiel: x n CaCl, 
xn HCl; x >0,005). 


malen Adsorptionskonzentration entspricht, dann hat die Wirkungs r 


t 

Die vorliegenden Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit ¢ 
den Befunden von Fenn', der den antagonistischen EinfluB von Elektrolyt ' 
gemischen auf die Alkoholfallbarkeit der Gelatine untersucht hat. Ins ‘ 
j 


besondere geht aus dieser Arbeit deutlich hervor, daB NaCl zu den 
anionophilen, CaCl, zu den kationophilen Salzen gerechnet werden mu 
Fenn tand, daB Salze mit zwei- oder dreiwertigen Anionen die Alkoholzal)! 
(diejenige Menge Alkohol, die eine Triibung hervorruft) von Gelatin: 
NaCl erhéhen, waihrend Salze mit zwei- oder dreiwertigen Kationen die 
Alkoholzahl erniedrigen. Fenn nennt beide Erscheinungen Antagonismus; 
er nennt die Wirkung der zwei- oder dreiwertigen Amonen deshalb Anta 
gonismus, weil sie gegeniiber NaCl-freier Gelatine eine noch gréBere E: 
héhung der Alkoholzah] bewirken wiirden. Nach unserer Definition ist 
dieser Ausdruck nur beim zweiten Fall am Platze. 

Die vielfaltigen Erscheinungen beim Zusammenwirken von Séauren, 
Basen und Salzen auf Gelatine lassen sich, wie man sieht, unter der An- 
nahme einer spezifischen Ionenadsorption auf eine verhaltnismaBig einfac! 
Formel bringen, es ware dagegen véllig unméglich, diese Vorgiinge mit Hilfe 
der beschrankten Méglichkeiten der COOH- und NH,-Gruppen unte: 


1 Journ. of biol. Chem. 84, 141, 1918. 
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\nnahme echter Salzbildung erklaren zu wollen. Versuche, eine derartige 
Fornulierung dieser Vorgénge vorzunehmen, sind von W. Pauli und 
jandovsky? vorgenommen worden. Aus diesen Arbeiten geht deutlich 
rvor, da®B derartige Formulierungen der Mannigfaltigkeit dieser Er- 
heiungen nicht gerecht werden kénnen. 


2. Der isoelektrische Punkt der Gelatine. 


Es scheint nunmehr eine leichte Aufgabe, ungleichnamige Lonen- 
pare zu wahlen und derart gegeneinander abzustimmen, daB die 
Wirkungskurve der Gemische ein Minimum aufweist Das Minimum 
bedeutet, daB hier die Zusammensetzung so gewahlit ist, daB sich 
positive und negative Ladungserteilung durch Kationen- bzw Anionen- 
adsorption genau die Waage halten. Die Gelatine ist in einem der- 
artigen Gemisch isoelektrisch. Wird diese ITonenzusammensetzung in 
irgend einer Weise verschoben, dann ist auch das Ladungsgleich- 
gewicht aufgehoben: es entsteht ein Zuwachs an positiver und eine 
Abnahme an negativer Ladung, oder umgekehrt; in beiden Fallen 
steigt die Quellung an. 

Das System Essigsiiure-Natriumacetat ist nur eines von den vielen 
moglichen Systemen zweier Elektrolyte von ungleichnamiger Lonen- 
adsorption, ein System, das vor anderen allerdings den Vorzug eines 
groben Pufferungsvermégens besitzt. MiBt man den Wert des Wasser- 
stoffexponenten desjenigen Acetatpuffers, welcher die  geringste 
Quellung hervorruft, so findet man einen py-Wert in der Gegend von 
4.7. Diese Zahl ist aber nur bei Acetatpuffern fiir den isoelektrischen 
Punkt der Gelatine eigentiimlich; die Wasserstoffzahl des isoelek- 
trischen Punktes wird je nach Wahl des Elektrolytsystems eine andere 
sein. Es ist grundsiitzlich kein System vor dem anderen’ bevorzugt ; 
nur Gewéhnung und Kritiklosigkeit haben dem Acetatsystem im 
Zusammenhang mit dem isoelektrischen Punkte der Gelatine eine 
Sonderstellung gegeben, die ihm keineswegs zukommt. 

Es geht also aus dem Bisherigen hervor, daB es bei einigem Probieren 
leicht gelingt, Gelatine bei jedem beliebigen py-Wert isoelektrisch zu 
machen: im sauren Gebiet durch ein System vom Typus HCl — NaCl, 
im alkalischen Gebiet durch das System Ca(OH), + CaCl,, im so- 
genannten isoelektrischen Gebiet durch Acetat-, Formiat- oder Phosphat- 
puffergemische, im neutralen Gebiet (pa 7) endlich durch Ammoniak- 
Essigsiure (s. 8.417, unten). Die Einteilung der pq-Skala in die vier 
genannten Zonen wurde von D.J. Lloyd? eingefihrt. 

Mit der Kenntnis der Wasserstoffzahl ist also tiber die Wirksamkeit 
eines Elektrolytgemisches tiberhaupt nichts ausgesagt. Nur in reinen 


! Diese Zeitschr. 18, 340, 1909; 24, 239, 1910. 
2 Biochem. Journ. 21, 6, 1927. 
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Saurelésungen (bzw. reinen Alkalilésungen) laBt sich eine Bezie\ jing & yi 
zwischen Wasserstoffzahl und Ladungszustand ableiten. Es 


auBerordentlich schwerwiegender Irrtum gewesen, Pufferlésung: 
ihrer Wirksamkeit auf EiweiSkérper lediglich nach ihrem pg-Wert 2 , 
beurteilen. Wenn man also in den Lehrbiichern den Satz finde \ 
. Der isoelektrische Punkt der Gelatine liegt bei py 4.7° (oder by 
einem anderen bestimmten Wert, etwa py = 5), dann ist dieser Sat 
nicht richtig. Er gilt nur fiir Verwendung von Acetatpuffer 

auch nur bei ganz bestimmten Reinheitsgraden der Gelatine, soy 


was Gelatose als auch Aschegehalt betrifft; ferner gilt er nur |x 
Innehaltung einer ganz bestimmten Pufferkonzentration. Wird a 7 
diesen Bedingungen irgend etwas geindert, dann ist die Gelatin 
auch in Acetatpufferlésungen bei einem anderen py-Wert isoelektrisc} 


Was die Rolle der ,,Verunreinigungen“ betrifft, so ist die ein L 
geschrankte Bedeutung der Zahl 4,7 fiir den isoelektrischen Punkt 
schon lange erkannt'. Diese Einschrankungen gelten aber immer 
dem Sinne, als ob Verunreinigungen an Gelatose oder an irgendwelche d 
Salzen die Lage des isoelektrischen Punktes unwesentlich verschiebe: 
wiirden. Diese Meinung kommt gut in dem folgenden Satz zum Aus 
druck: ,,Der isoelektrische Punkt zeigt nun seinen vollen EinfluB allein 
bei Abwesenheit von Elektrolyten. Sind diese dagegen etwa als Neutra! 
salze vorhanden, so ergeben sich mehr oder minder bedeutende A} 
weichungen von den mit dem eigentlichen isoelektrischen Punkt 21 
sammenhangenden Eigenschaften™ (@. Ettisch, Die physikalische Chemi: 
der kolloiden Systeme)?. Zu diesem Satz ist folgendes zu bemerken 
Abgesehen davon, da8 es sich bei isoelektrischer Gelatine immer un 
Gelatine in Gegenwart von mindestens zwei Elektrolvten oder dr 
Ionen handelt (Gelatine in Gegenwart nur eines Elektrolyten ist 


1 Beobachtungen iiber die Beeinflussung der isoelektrischen Reaktio ‘ 

durch Neutralsalze wurden besonders von folgenden Forschern angeste!]! 
A. Bethe und Th. Toropoff, Zeitschr. f. phys. Chem. 88, 686, 1914; S89, 597 ) 
1915; L. Michaelis und R. Rona, diese Zeitschr. 27, 38, 1910; 28, 193, 1910; | 
94, 225, 1919; L. Michaelis und A. v. Szent-Gyérgy, ebendaselbst 103, 178 | 
1920; 110, 119, 1920; L. Michaelis, ebendaselbst 108, 225, 1920; 106, 83 | 
1922; Labes, Piliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 186, 98 und 112, 1921; Eftise! | 
und Beck, diese Zeitschr. 172, 1, 1926; Wo. Ostwald, A. Kuhn und E. Béhiv 
Kolloidchem. Beih. 20, 412, 1925; H.R. Kruyt und H.C. Tendeloo, | 
(s. S. 398). Weitergehend als die bisher genannten Arbeiten sind die \ 
Pauli, der die Nichteignung der theoretischen Ableitungen von L. Micha 
fiir die Verhaltnisse bei EiweiSkérpern tiberzeugend nachwies: F’. Mod: 
und W. Pauli, diese Zeitschr. 156, 482, 1925; W. Pauli, Kolloid-Zeits 
40, 185, 1926. Auf den EinfluB des Gelatosegehalts auf den isoelektrisc! 
Punkt der Gelatine hat O.Gerngross zuerst hingewiesen (Coll. 145, 1, 1924 

* Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 1, 186, Berlin 1927. 
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siemals isoelektrisch, wahrend véllig elektrolytfreie Gelatine unldéslich 
s und der Begriff isoelektrisch fiir sie seinen Sinn verliert), so wird 
» dem oben angegebenen Satz nichts gegen die Grundtatsache ein 
vewendet, daB niaimlich Gelatine immer und nur bei px 4.7 iso- 


lektrisch sein soll. 


Man ist also trotz der erwaihnten Einschrankungen allgemein der 
\nsicht, daB der isoelektrische Punkt, py 4.7, eine der Gelatine 
eigentiimliche Naturkonstante darstellt. Um das Mibverhaltnis zwischen 
lieser Theorie und den Tatsachen zu verdeutlichen, sei der Vergleich 
mit einer Waage erlaubt: Fiir das Einspielen der Waage ist es vollig 
gleichgiltig, welche Sorten von Gewichten auf den Schalen liegen 
wenn nur die Summe der Gewichte beiderseits gleich ist. Ebenso gleich- 
viltig ist es fiir den isoelektrischen Zustand, durch welche lonen die 
Ladungsgleichheit der Gelatine hergestellt ist. Der Ausdruck: ,,Der 
isoelektrische Punkt der Gelatine liegt bei py = 4,7" ist etwa ebenso 
sinnvoll wie der Satz: ,,.Die Waage ist im Gleichgewicht, wenn auf 
der linken Schale fiinf Gewichte zu 1 g stehen™. 


Es bleibt nun noch zu zeigen iibrig, in Erganzung der angefiihrten 
\rbeiten tiber den EinfluB der Gelatineverunreinigungen, da auch 
Gelatine in Abwesenheit irgendwelcher stérenden Verunreinigungen 
n Acetatpuffer keineswegs bei py 4.7 isoelektrisch zu sein braucht, 
sondern daB lediglich durch Verandern der Pufferkonzentration von 
n bis n/100 Acetatgehalt der isoelektrische Punkt um eine ganze py- 
Kinheit verschoben werden kann. Diese Untersuchung ist deswegen 
wichtig, weil von L. Michaelis und A. v. Szent-Gyérgy' fiir Casein ge- 
rade das Gegenteil gezeigt worden ist: ..Nun lieB sich fiir das Acetat- 
puffergemisch zeigen, daB das Quellungsoptimum stets fast genau bei 
derselben h liegt, gleichgiiltig in welcher molaren Konzentration der 
Acetatpuffer angewandt wird (l.c., 8.179)". Fir Gelatine gilt also 
diese Konzentrationsunabhangigkeit nicht. Gleichzeitig wird mit 
diesem Versuch gezeigt, daB die oft ausgefiihrte Bestimmung des 
isoelektrischen Punktes nach der Michaelisschen Methode: Bestimmung 
des py-Wertes derjenigen Pufferlésung, deren h durch Eindringen 
von Gelatine ungeindert bleibt?, Werte liefert, die von den pa-Werten 
der minimalen Quellung véllig verschieden sind. Auch gegen diese 
Methode sind bereits von W. Pauli* Einwinde erhoben worden. Die 
Versuche und die Versuchsanordnungen gehen aus der folgenden Tabelle 
hervor (Tabelle LITT). 


1 Diese Zeitschr. 108, 178, 1920. 
2 Die Wasserstoffionenkonzentration, I, 1922, S. 58 ff. 
? Kolloid-Zeitschr. 40, 185, 1926. 
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Quellung von Pulvergelatine in Acetatpuffergemischen. 
0,2 g: 50 cem. 





Mengenver! 
































Verhaltnis ' = * 
Saure : Salz m m m/2 
s = = x a x 
;' es i/Sizi*Qtgel ag | Pleiazi g 
< < % & > | > £ 3 Ss «& s 
3 = = = > = = ry § 2 = 
- ‘ = = & = a oS = = a ~ 
< < < 
ecm com 
60 40 4.73 325 4,79 | 4,81 0.02 34 479 4.81 0.02 
70 30 493 33 496 4.97 0.01 34 498 5.03 0.05 30 
80 21) 5,20 32 5,21 521 0 33.5 5,23 5,23 0 29 
90 +10 5,53 31 5.50 548 + 0,02 32 5.55 5.51 + 0.04 [On 
95 5 5,87 30.5 5.84 5.81 +0.03 305 5.91 5.87 + 0.04 J29; 
97,5 +25 618 [955] 617 613 + 0,04 [255] 622 617 +005 Ti 
98,75 125 648 129.0] 644 6.35 + 0,09 128.5] 6.50 630 +020 3) 
100 8,39 31,5 7,34 6,87 + 0,47) 30 7.18 6.55 +063 3! 
Verhaltnis 
Saure : Salz m/50 m 100 
3 s & = = 38 = wn N 4 
Pe Cr ae £2 Se Se ar sea 
; = = E = ; 5 3 é y 
= aj = = a) o = a5) 5 s+ 
ccm ccm " < 
60 40 4.81 4.84 0,03 31.5 4.85 4.86 0.01 i) 
70 | +30 4,99 5,02 0,03 29 5.01 5,04 0.03 29 
60 +20 5,24 525 -—0,01 P80) 526 527 —0,01 
0 
90 +10 5.56 5.53 §+0.03 130.0 5.58 5.61 0.02 
95 5 5.86 5,82 + 0,04 31 5.93 5.98 0.05 } 
0 
97,5 +25 619 611 +008 315 613 608 +005 3! 
98,75'+ 125 647 623 +024 315 | 623 612 +011 3 
100 6,98 645 +0,53 37 640 625 +015 31 


Es lassen sich aus dieser Tabelle folgende Ergebnisse herausles 
Die den Quellminima (Quellhéhen einfach umrandet) zugehérige: 
pu-Werte sind fast bei allen Konzentrationen verschieden von dei 
pu-Werten, bei denen Anfangs- und End-p,y gleich sind (doppelt u: 


randet). 
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Jeder dieser beiden ausgezeichneten py-Werte wird durch Ver- 
linnen der Pufferkonzentration von n auf n/100 [Az] verschoben: 
Der Pu-Wert des Quellminimums von 6,3 bis 5,3, der py-Wert der An- 
fangs- und End-py-Gleichheit von 5,2 bis 6. Offenbar wird der iso- 
elektrische Zustand der Gelatine besser durch das Quellminimum, als 
lurch die Gleichheit von Anfangs- und End-py-Werten wiedergegeben. 
In Ubereinstimmung mit den Paulischen Versuchen zeigt sich also die 
Vichaelissche Regel zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes un- 
geeignet. Die Verschiebung des dem Quellminimum entsprechenden 
pa- Wertes erklart sich leicht durch die starkere hydrolytische Spaltung 
bei verdiinnteren Pufferlésungen. Saure-Salzgemische, deren Salze 
eine kleinere Hydrolysenkonstante haben, zeigen diese Abhingigkeit 
von der Pufferkonzentration in schwicherem Mabe (z. B. Phosphat- 


puffer) 

Die Kritik, welche hier an der Lehre vom isoelektrischen Punkt geiibt 
wurde, betrifft natiirlich erst recht die Anwendung dieser Theorie, so z. B. 
lie Loebsche Methode, Gelatine durch Essigséiure isoelektrisch zu machen. 
Der Erfolg des Arbeitens mit derartig isoelektrisch gemachter Gelatine 
ist der, daB fiir die Aufnahmezahlen von NaOH viel zu hohe Werte ge- 
funden werden, weil zuerst die gebundene Essigsaéure neutralisiert werden 
mubte (s. 8.383). Die isoelektrisch gemachte Gelatine wird gewéhnlich 
zum Beweis dessen, dab sie isoelektrisch geworden ist, auf Abnahme des 
\schegehalts gepriift (weil sich nach Loeb isoelektrische Gelatine nicht 
mit Neutralsalzen verbindet); die Abnahme des Aschegehalts  erzielt 
man jedoch auch durch Dialyse gegen Wasser, wobei die Anreicherung 
von Essigséure in der Gelatine vermieden wird. Dab Aschegehalt weder 
ein Kriterium fiir noch gegen den isoelektrischen Zustand ist, braucht 
nicht mehr betont zu werden!?. 

Weiterhin wirkt sich die irrige Lehre in der falschen Darstellung der 
Gelatine-Titrationskurve aus, die§ von py = 5 als Neutralpunkt aus gesehen, 
in zwei unsymmetrische Aste zerialit. Es ist schon ausgefiihrt worden, 
daB diese scheinbare Unsymmetrie zu alierhand gewaltsamen Deutungen 
AnlaB gegeben hat. Die schwerwiegendste Folgerung hat aber in der Be- 
hauptung ihren Ausdruck gefunden, da Geiatine sich nur auf der sauren 
Seite von pq = 4,7 mit Saure verbindet, eine Behauptung, die nirgends 
hewiesen, aber immer wieder weitergegeben wird. 

Auch die Lehre vom zweiten isoelektrischen Punkt entspricht einer 
wspriinglich falschen Auffassung des isoelektrischen Zustandes (s. nachsten 
Abschnitt). 

Die geiibte Kritik verpflichtete nun eigentlich zum Vorschlag einer 
hbesseren Formulierung des Satzes: Der isoelektrische Punkt liegt bei 
Pu 4.7. Es mu aber daran erinnert werden, daB dieser Satz trotz seiner 


' Eine voéllige Reinigunmg der Gelatine vom Aschengehalt ist nur auf 
elektro-dialytischem Wege mdglich. In folgenden Arbeiten wird diese 
Reinigungsmethode beschrieben: P. H. Prausnitz, Zeitschr. f. Elektrochem. 
28, 35, 1922; H. Freundlich und L. F. Loeb, diese Zeitschr. 150, 522, 1924 
(daselbst weitere Literatur); J. Knaggs usw., Biochem. Journ. 7, 473, 
1923; W. Pauli, diese Zeitschr. 151, 355, 1924. 
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groBen Anfechtbarkeit eine Tatsache zum Ausdruck bringt, dali n 


nicht nur die lLonenkonstellation des Salz-Séuregemisches, sonde: 
Natur der Gelatine selbst an dem Zustandekommen des isoelekt: 
Zustandes gerade bei dieser Lonenzusammensetzung schuid ist. Es 


durch diesen Satz zum Ausdruck gebracht, daB die Gelatine kraft 
besonderen Eigenschaft als Adsorbens den Ionen gegeniiber bei gan 
stimmten, fiir sie allein charakteristischen Lonenkonzentrationsverhaltn 
isoelektrisch wird. Diese Eigenschaft der Gelatine ist sicherlich eine N 
konstante. Es ist aber sehr schwer, fiir sie eine zahlenmabBige, richtige 
zugleich kurze Definition zu geben. Der beanstandete Satz enthal: 
aiuBerst unzulinglicher Form eine solche Definition in sich; der \ 
dieses Satzes ist seine Kiirze. Es diirfte daher zweckmabiger sein 
Erklarung und theoretische Begriindung dieses Satzes zu andern, als s« 
Wortlaut, der sich auch nicht mehr so schnell ausrotten lassen diirt: 


3. Der ,,zweite** isoelektrische Punkt. 

Es liegt in der Definition des isoelektrischen Punktes, daB Gelati 
(oder irgend ein anderer amphoterer Koérper) in ihm seine Ladung 
wechselt: auf der einen Seite des isoelektrischen Punktes ist Gelat i: 
positiv geladen, auf der anderen negativ. Dem Ausdruck: ,,Auf de: 


einen oder anderen Seite’ liegt die Vorstellung der py-Skala von | bis | 
oder die eines kontinuierlich sich indernden Lonengemisches zugrund: 
Betrachtet man die py-Skala des Phosphatsystems, so liegt dort «i 
isoelektrische Punkt ebenso wie beim Acetatsystem zwischen py 
und 5. Im Gebiete py < 4 ist die Gelatine bestimmt auf Grund 


sorbierter H-lonen positiv geladen; im Gebiete py > 5 ist sie we 
auf der anderen Seite des isoelektrischen Punktes not wendiger 
weise negativ geladen. 

Nun soll nach’J. A. Wilsow! bei py = 7.8 im Phosphatsyste 
ein zweiter isoelektrischer Punkt auftreten. Angenommen, diese |i 
8 die Gelatine wee 


‘. 


hauptung ware richtig, so miiBte im Gebiete py 
der freien OH-lonen bestimmt negativ geladen sein; daraus folgt. dati 
im Gebiete pu 7.8 notwendigerweise die Gelatine positive Ladung 
tragen mub, wenn anders es sich um einen isoelektrischen Punkt ha 
deit. Es gilt also folgende Ladungsverteilung (Abb. 32): In dem ens: 
Bereich zwischen py — 5 und 7.8 sollte daher die Gelatine wieder ihr 
Ladung wechseln. Mit anderen Worten: Fs miiBte dann zwische 
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Abb. 32 


Ladung der Gelatine zu beiden Seiten des ersten und des hypothetischen zweiten 
isoelektrischen Punktes. 


' Journ. Amer. Chem. Soe. 44, 2633, 1922. 
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5 und pu 7.8 noch ein dritter, durch em Minimum ausgezeich 


eter Punkt existieren. Diese Uberlegung fiihrt also zu dem Schlub, 
iJ es langs der py-Skala von | bis 14 héchstens einen oder drei, niemals 
‘ber zwei isoelektrische Punkte geben darf. Da aber nur zwei ausge- 
chnete Punkte der py-Skala bei Phosphorsaiure gefunden werden, so 
wun nur einer von ihnen den Bedingungen des isoelektrischen Punktes 
genugen. 

Durch diese rein logische Uberlegung ist bereits die Theorie des 
weiten isoelektrischen Punktes ad absurdum gefiihrt Auch haben 
ihlreiche experimentelle Arbeiten sich gegen eine Existenz des zweiten 
soelektrischen Punktes aufs entschiedenste ausgesprochen. Wenn 
trotzdem die Wilsonsche Theorie weiterhin existenzfahig ist, so liegt 
las daran, daB bei ausschlieBlicher Betrachtung der Wasserstoffionen 
<onzentration keine andere Erklarungsméglichkeit fiir cin *zweites 
Quellminimum vorliegt. 

Es gibt keinen besseren Beweis fiir die Unzulanglichkeit der tib 
ichen Methode, simtliche Erscheinungen auf den py-Wert zu beziehen 
ils diesen Fall, in welchem, wie gezeigt wurde, diese Theorie zu logischen 
Unméglichkeiten fiihrt. Dieses Beispiel zeigt aber ebensosehr die Uber 
egenheit der hier vorgetragenen Auffassung. welche das zweite Mini 
mum der Quellung auf die einfachste Weise zu erklaren imstande ist 
Diese Erklarung ist trotz ihrer Einfachheit vom Loeb-Wilsonschen 
Standpunkte aus nicht zu erkennen. Sie gelang daher erst pach langen 
lrrwegen und nach einer vorurteilslosen Untersuchung der Quell 
orginge in den einzelnen Komponenten der Pufferlosungen und nach 
einer griindlichen Neuorientierung tiber das Problem des isoelektrischen 
Zustandes. 

Die eigentliche Untersuchung der Gelatinequellung im Phosphat- 
system, die den py-Bereich von 2 bis 10 umfabt und auch den Einflub 

der Phosphatkonzentration und des Mengenverhaltnisses beachtet. ist 
n ihren Ergebnissen in den folgenden Tabellen und Abbildungen niede1 
gelegt 

Die zu den Tabellen zugehérigen Quellkurven (Abb. 33) bis 36) 
sind zum Unterschied von der tiblichen Darstellung nicht auf die py 
Werte bezogen, sondern auf den Grad der Neutralisierung der vor 
velegten Phosphorsiure. Mit anderen Worten: Die Quellkurven sind 
ndas Koordinatennetz der Titrationskurven eingetragen. Die Abszissen 
zahlen bedeuten com a2 n NaQH, zugegeben zu lO com xm vor 
gelegter Phosphorsaure. Die Konzentrationen sind immer so gewahlt 
daB der Gesamtgehalt an Phosphat standig gleich bleibt, daB also 
durch die NaOQH-Zugabe keine Verdiinning des Systems auftritt 


Die Ordinatenzahlen bedeuten fiir die Titrationskurve py-Werte, fin 
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Quellung von Pulvergelatine in Phosphatpuffer. 


A. Kiintzel: 


Tabelle LIV. 





Phosphatkonzent 





m/ 10. 
Mengenverhaltnis 
a Anfangs-py 0,2 g: 20 com 0,2 g : 200 ccm 
Quellhéhe End-py Quellhéhe End 
3 1.76 57,5 1,83 63,8 
4 1,88 57 1.95 60 
5 2,00 D4 2,09 57 by 
6 2.14 52 2.25 5D.5 = = 
7 2,31 50 2.46 51,5 Si 
8 2.54 48.5 2,75 55 3 
9 2.86 38.5 50.5 25 
10 3,76 29,5* 3,36 36 . 
10.5 5,35 30,5 4,74 32° z 3 
11 5.67 31 5.16 34 = t 
14 6,48 33,5 6,19 35 3s 
17 7,01 34,0 6.87 35 2 ¢ 
18 7.44 34,5 7,28 34 3 
19 8.01 35 7,69 31,5" 
19.5 8,69 32* 8,09 34,5 
20 991 34.5 8.73 34.5 
21 10,68 35 10,10 38,5 
+ Die Zahlen der Neutralisationsstufen bedeuten com n 10 NaOH zugegeben zu den \ 
Die Herstellung der Gemische geschah so, die 


gelegten 10ccm m 10 Pnosphorsaure. 


gultige Phosphatkonzentration genau m !0) betrug 
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Gelatinequellung in Phosphatgemischen 
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Phosphatkonzentration m 10. 








Quellung der Gelatine. 
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Tabelle LV. 
it Quellung von Pulvergelatine in Phosphatpuffer. Phosphackonzentration 
m 100. 
a 
— Mengenverbaltnis 
: Ne —— Anfangs:py 0,2 ¢: 20 ccm 0,2 g : 200 com 
. Quellhéhe End-py Quellhéhe End-py 
3 2,25 bl 44 2.39 
7 d 2.433 55 87 2.55 
= 5 2.85 33,5 3,77 70 3.05 
i) 3,15 85 3.96 D7 3.44 
= 10 4,03 26,0 4.49 30* 4,47 
< 10.5 5.56 27 5.109 0) 552 
z 11 5,89 29.5 5,58 3) 5,85 
i4 6,70 38.5 6.38 315 6,69 
S 17 7,22 40 6.94 4 7,20 
: 18 7,57 41.5 7.15 35.5 7.54 
19 S.14 42 7.34 37 7,89 
19.5 8,64 41 7,42 $6) 8.14 
a) 9.20 38.5 7.58 s6* 8.35 
21 10.43 39 7.75 43.5 9,28 


+ Die Lésungen dieser Reihe wurden durnh Verdiinnung der entsprechenden Lésungen der 


) Phosphatreihe hergestellt 
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Anfangs: und End-pjy-werte im m/10 Phosphatsystem. 


Mengenverhaltnis 0,2 g : 20 com. 
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die Quellkurve: Quellhéhe in Zentimetern. Durch die Nebeneina 
stellung von Quellkurve und Titrationskurve wird die Abhangigke i; 
der Quellung von der Zusammensetzung des LTonengemisches sy; 
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Abb. 35. 
Gelatinequellung in Phosphatgemischen. Phosphatkonzentration m 100 


Iitrationskurve 
















“Antangs-py-kurve) 
gs 
Phosphafkonzentration 007m 
8 MVG2:20 
= 
8 s - 
A Anfangs-und End-py 
“ gleichheit be! py~ 5 
3 
4 
é 
7 2 Neutrai 2Neutral- 
purkt punkt 
GoeFf FF FF BEER WHT HH 
Abb. 36. 


Anfangs- und End-py-werte im m/100 Phosphatsystem. Mengenverhaltnis 0,2 g : 20 com 


deutlich, was bei einer Beziehung auf py-Werte nicht der Fall ist. Div 
Quellung wurde in m/10, m/100 und m/1000 Phosphatlésungen unt« 
sucht, unter Wahl der Mengenverhaltnisse 0,2 : 20cem und 0,2 : 200cen 
Betrachtet man die Quellkurve des Phosphatsystems, gleichgiilt iv 
welcher Konzentration, so zerfallt eine solche Kurve deutlich in dr 
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leile, ebenso wie die Titrationskurve der Phosphatsiure deutlich in 
» drei Teile zerfallt. Die Minima der Quellkurve fallen genau mit 


den beiden Neutralisationspunkten der Titrationskurve zusammen. 
er erste Teil der Quellkurve reprasentiert die Quellung der Phosphor- 
sinre, allmahlich herabgedriickt durch den zunehmenden Gehalt an 
primérem Na-Phosphat, der dritte Teil, dessen Anfangsteil nur wieder- 
vegeben ist, gibt die alkalische Quellung an; der mittlere Teil zeigt die 
Quellung in dem System NaH,PO, und Na,H PO, 

Uns interessiert vor allem der mittlere Teil. Da NaH,PO, an- 
onophil gegentiber Gelatine ist, so wissen wir, da} die Gelatine vom ersten 
Minimum an negativ geladen sein muB. Mithin kennzeichnet das erste 
Minimum den (einzigen) isoelektrischen Punkt. Das Geheimnis des 
zweiten*® isoelektrischen Punktes ist nun auf die Frage zuriickgefiihrt, 
warum die Quellkurve des Systems NaH, PO, und Na,H PO, ein Maxi- 
mum hat. Wiirde niaimlich die Quellkurve des Gemisches eine gerad- 
linige Verbindung der Quellhéhen der reinen Salzlésungen sein, so wiire 
weder ein Maximum, noch ein Minimum, sondern nur ein Knick beim 
zweiten Neutralisationspunkt entstanden. und niemand ware auf den 
Gedanken eines zweiten isoelektrischen Punktes verfallen. In der Tat 
st es seltsam, da8 sich jedermann fiir das Minimum und niemand fiir 
das vorangehende Maximum dev Kurve interessiert hat, 


Die Frage nacu dem Maximum ist aber auf Grund der voran- 
gegangenen Untersuchung tiber Elektrolytgemische (s. besond. 8. 415 ff.) 
leicht zu beantworten: Das Phosphatsystem ist ein System gleich- 
namiger lonenaufnahroe. Die Quellkurve eines solchen Systems kann 
also kein Minimum haben, ferner kann sie nicht geradlinig verlaufen, 
da die bevorzugten lonen H, PO, und H POY verschiedene Adsorptions- 
intensitat besitzen. Diese Kurve kann aber, ebenso wie die Kurve 
des Systems HCl /CaCl,, ein absolutes Maximum besitzen. Doch ist 
das Auftreten eines Maximums nicht notwendig 

Eine einfache Uherlegung zeigt nun, daB unterhalb einer bestimmten 
Phosphatkonzentration kein Maximum (und damit auch kein zweites 
Minimum der Quellkurve) auftreten kann: die maximale Adsorptions- 
konzentration liegt fiir das primaire Phosphat ungefahr bei m/10, fiir 
das sekundire bei m/5000. Infolgedessen muB bei Phosphatkonzen- 
trationen m > 0,005 die Quellkurve des Gemisches ein absolutes Maxi- 
mum zeigen, ein Maximum, das auch die Quellkurve des sekundiren 
Phosphats allein zeigen wiirde. Dieses Maximum kommt dadurch zu- 
stande, da die HPO,-lonenadsorption zu Ende gekommen_ ist 
und daB die antagonistische Wirkung der Na-lonen einsetzt. Die 
negative Ladung der Gelatine nimmt also wieder ab, bis vom zweiten 
Neutralisationspunkte an freie OH-Ionen im System auftreten; von 
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da an erfolgt wiederum eine Zunahme der negativen Ladung un 
Wachsen der Quellung. Das Quellminimum bei py = 7,8 wird aly 
nicht durch eine Ladungsumkehr, sondern durch ein Ladungsminiy um 
hervorgerufen. 

Einen Beweis fiir das Gesagte erbringt die Tatsache, daB in Phos 
phatpuffern m < 0,005, wie theoretisch vorausgesagt, tatsachlich kei) 
Maximum auftritt, sondern daB dort die Quellkurve vom isoelek 
trischen Punkte an standig ansteigt, wie aus Tabelle LVI zu ersehen ist 


Tabelle LVI. 


Quellung von Pulvergelatine in Phosphatpuffer. Phosphatkonzentrat ic 
m/1000. 








Mengenverhaltnis 
a Anfangs-py 02g dud andl or pea 0,2 g : 200 ccm 
Quellhohe End-py Quellhéhe End-py 
2 3,08 23 4,94 42.5 3,36 
6 2,32 23 5,0 30,5 3,67 
S 3,55 21,5 5,09 28 4,06 
10 3,86 21,5* 5,18 23* 4,40 
10,5 4,28 22 5,26 23 4,78 
11 4,92 23,5 5,28 22.5 5,16 
12 5,98 24 5,35 29 5,61 
17 7,15 26 6,03 44.5 6,86 
18 7,27 26 6,23 44.5 7,10 
20 7,82 26 6,82 47 7,56 


Aus den drei Tabellen und den entsprechenden Abbildungen lassen 
sich noch einige interessante Einzelheiten ersehen: 


1. Das Mengenverhiltnis hat auf die Lage der Quellminima einen 
viel geringeren EinfluB als auf die Lage der Quellmaxima. Das ist auch, 
sehr plausibel, weil ja ein Maximum der Quellung dadurch zustande 
kommt, daB ein lon vor dem anderen einen groBen Vorsprung der 
Adsorbierbarkeit besitzt; wahrend ein Minimum dadurch zustande 
kommt, daB sich Ionen gleicher Adsorbierbarkeit auf beiden Seiten 
die Waage halten. Durch Veranderung des Mengenverhiltnisses wird 
im ersten Falle nur ein Ion, das bevorzugte, in seiner Aufnahmefihig- 
keit beeinfluBt, im zweiten Falle werden beide LIonengruppen gleich 
maBig beeinfluBt. 


2. Die Nebeneinanderstellung von Anfangs- und End-pg-Kurve 
(Abb. 36) zeigt, daB nur im sauren und alkalischen Gebiet eine nennens 
werte Wasserstoffionenabnahme bzw. -zunahme erfolgt. Im mittlerer 
Bereich der Quellkurve besteht keine Beziehung zwischen py-Anderung 
und Verlauf der Quellkurve. Der Schnittpunkt zwischen Anfangs 
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yl End-py-Kurve, nach der Michaelisschen Regel der isoelektrischen 
Punkte, tritt im m/10 Phosphatsystem bei py = 3, im m/100 Phos- 
phatsystem bei py 5 auf. Es kann gar nicht davon die Rede sein, 
dai dieser Wert etwas mit der isoelektrischen Reaktion der Gelatine 


u tun hat. 


3. Es ist nun sofort zu erkennen, warum der sogenannte zweite 
isoelektrische Punkt nur bei Phosphatpuffern auftreten konnte. Aus 


der Parallelitét zwischen Titrationskurve und Quellkurve ]aBt sich die 
' Voraussage ableiten, daB jede Saure, die wie die Phosphorsaure zwei 


gut definierte Neutralisationspunkte besitzt, eine analoge Quellkurve 
wird hervorrufen kénnen. Derartige Titrationskurven sind jedoch auBerst 
selten: nur Kohlensiure und Arsensaiure haben einen ahnlichen drei- 
ieiligen Kurvenverlauf. Es ist zu vermuten, daB die Erscheinung des 
doppelten Quellminimums in Gemischen des primaren und sekundaren 
Na-Arsenats ebenfalls auftritt. Kohlensaure, weil zu schwach, ist fiir 
Quellversuche ungeeignet. Andere zwei- oder dreibasische Sauren 
haben keine deutlich getrennten Neutralisationsstufen, weil bei ihnen 
die Dissoziationskonstanten der einzelnen Stufen zu wenig vonein- 
ander unterschieden sind. 


Eine ganze Reihe von Arbeiten beschaftigt sich mit dem zweiten 
isoelektrischen Punkt, teils im zustimmenden, teils im ablehnenden Sinne. 
Manche Einwande gegen die Wilsonsche Arbeit sind unberechtigt, z. B. 
der Einwand, daB Wilson nicht aschefreie Gelatine verwendet habe’; 
Wilson selbst zeigte in einer spéteren Arbeit *, daB nattirlich auch mit asche- 
freier Gelatine ein zweites Minimum gefunden werden kana. 


B. N. Ghosh*® konnte zeigen, daB im py-Bereich von py 4,7 an 
aufwarts die Gelatine stets negativ geladen ist, ob in Gegenwart von 
Phosphationen oder nicht. Auf das Unbefriedigende des Erklaérungs- 
versuchs von £. J. Cohn*, der das zweite Quellminimum mit dem horizontal 
verlaufenden Abschnitt der Gelatinetitrationskurve bei py 7 in Zusammen- 
hang bringt, wurde schon hingewiesen. Es wire zu erwarten, dali analog 
dem Quellverlauf auch die Viskositét von Gelatinesolen ein zweites Minimum 
bei py = 7,8 zeigen sollte. Dieses Quellminimum wurde von Davis und 
Oaks® tatsachlich gefunden, wahrend Hitchcock® weder ein Viskositats- 
minimum noch ein soleches des osmotischen Druckes feststellen konnte. 
Hier besteht also noch ein Widerspruch. Es wurde von Wilson die Ver- 
mutung ausgesprochen, daB die Gelatine in zwei Formen existiere, deren 
jede einen isoelektrischen Punkt bei verschiedenem py-Wert  besitze; 


~ 


Sheppard und Elliot, zitiert bei Wilson, Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 
3139, 1923. 

Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 3139, 1923. 

Journ. Chem. Soc. 128, 1250, 1927. 

loc. S. 384. 

Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 464, 1922. 

Journ. Gen. Physiol. 6, 457, 1924. 


ce 4 


o 








432 A. Kiintzel: 


Wilson berutt sich dabei auf die Umwandlung der Gelform in die S 
die mit einem Wechsel der optischen Rotation verbunden ist'. Die \, 
kniipfung der Sol-Gelumwandlung mit den Quellverainderungen «i: 

und den parallel verlaufenden Viskositatsverainderungen des Sols ers 
von vornherein auBerst gezwungen. Es ist tatsdéchlich von Bogue?® ¢ 
worden, daB die optische Rotation der Gelatinesole durch Variation de: 


im Gebiet von py 7 zu keinem extremen Wert fiihrt; auch Ara 
hat die Verkniipfung der Sol-Gelumwandlung mit dem zweiten 
minimum fiir unhaltbar erklirt. 


Man findet nur an zwei Stellen Deutungsversuche, die das 
minimum auf den EinfluB der auBer den Wasserstoffionen vorhand« 


lonen des Systems zurtickfiihren. H.R. Kruyt* vermutete, dab di: 
Quellminimum durch den Einfluf des polyvalenten Phosphations aut 
Ladung der Gelatine zustande kommt. In ahnlichem Sinne, namilic! 


ein zweites Extremum nach Art der unregelmaBigen Reihen, deutet Aracin 
diese Erscheinung. 

Diese Deutungsversuche werden durch die vorliegende Arbeit 
stitigt und bewiesen. 


Es gibt nun allerdings noch eine ungeklairte Erscheinung in diese 
Zusammenhang, naimlich das Auftreten zweier ausgezeichneter Punkt: 
bei pu 4,65 und 7,65 bei Untersuchung der Adsorptionsspektren 
Gelatinelésung bei verschiedenem py*. Das Uberraschende ist, daB es » 
hierbei um ein phosphatfreies System handeln soll. Diese Erscheinw 
bleibt bis auf weiteres ungeklart. 


Schlubbemerkungen, 


In dieser Arbeit sollte vor allem das Nebeneinander- und Inei: 
anderwirken von Ladung und Peptisierung auf die Quellung der Gelatin: 
in ektrolytlésungen aufgezeigt werden. 


Es ist nun die Frage berechtigt, ob nicht auch andere kolloic 
EKigenschaften der Gelatine dieser zweifachen Beeinflussung dure! 
Elektrolyte unterliegen, Eigenschaften wie Viskositét, osmotischer 
Druck, Alkoholfallbarkeit und Gelatinierungsvermégen der Sole, Trii 
bungsgrad und Gallertfestigkeit der Gele. Besonders die Viskositats 
anderungen unter dem EinfluB von Elektrolytzusatz lauft ja in allen 
wesentlichen Punkten der Gelquellung, soweit sie Ladungsquellung 
ist, parallel. Es ist andererseits aber auch bekannt, daB die Viskositat 
der Gelatine durch langeres Erwirmen, d. h. aber Peptisation, stark 
erniedrigt wird. Es ist daher der SchluB berechtigt, daB auch ein 


Smith, Journ. Amer. Chem. Soc. 41, 135, 1919. 
Ebendaselbst 47, 199, 1925. 

Journ. Phys. Chem. 29, 410, 1925. 
Ebendaselbst 29, 1303, 1925. 
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Higlay und Mathews, Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 852, 1924. 
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Elektrolytpeptisation die Viskositatswerte der Gelatine erniedrigen 
wrd. Den starken Einflu8B des Abbaugrades auf die Viskositat von 


\Ikali- und Sauregelatine zeigt in sehr deutlicher Weise die Abb. 37, 
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Abb. 37. 
Entnommen aus: HW’. Pauli, diese Zeitschr. 202, 335, 1929, Abb. 7 u. 8 auf S. 349 u. 350.) 
I. Viskositatskurven einer 1,55°/yigen Gelatine + NaQO,. : 
Il. Dieselbe Lésung 10 Min. im Autoklaven auf 120° erhitzt. 
Il ae - cs « P ae 


die einer neueren Arbeit! von W. Pauli entnommen ist: Der allgemeine 
Verlauf der Viskositatskurve bleibt ungeandert, doch wird die absolute 
Hohe der Viskositét mit zunehmendem Abbaugrade verringert. Es 
erscheint nahezu gewib, daB eine auf Ladung und Peptisation gerichtete 
Untersuchung angewandt auf die Viskositatsanderung der Gelatine 
manche bisher bestehenden Widerspriiche und Unklarheiten aufklaren 
diirfte. 

Weiterhin liegt die Frage nahe, ob nicht auch gegeniiber anderen 
Eiweibkérpern dieselben beiden Wirkungen der Elektrolyte auftteten. 
Es ist. bereits die eigentiimliche schrumpfende und entwiassernde Wir- 
kung konzentrierter Elektrolytlésungen auf natives Kollagen erwahont 
worden; in ihr auBert sich die Peptisierung, wahrend die Ladungs 
quellung ohne Schrumpfung der Faser vor sich geht. Weiterhin spricht 
die dem praktischen Gerber wohlbekannte Verschiedenheit zwischen 
gequollenem, aber schlaffem, ,,verfallenem**, Hautkollagen und zwischen 
.prall’ gemachtem Kollagen dafiir, daB im ersten Falle die Pepti- 
sicrung, im zweiten die Ladungsquellung vorherrscht. 

Bei Agar-Agar, welches allerdings kein EiweiBkérper ist, ist das 
Nebeneinanderwirken der Elektrolyte auf Quellung und Peptisierung 
durch S. Dokan? beschrieben worden. 

Bei anderen EiweiSkérpern, wie Casein, Fibrin, Keratin usw., ist 
offenbar die verhiltnismaBig geringe Quellbarkeit daran schuld, wenn 
eine Peptisierung im Zusammenhang mit der Quellung noch nicht 


1 Diese Zeitschr. 202, 337, 1928. 


2 Le. 
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bemerkt wurde. Denn keine andere AuBerung des kolloiden Zust» Jes 
wie die Quellung, ist so geeignet, beide Wirkungen nebeneinand:y 7) 
studieren. 


Was die Theorie der Peptisierungs- und Ladungsquellung bet 
so erschien es uns notwendig, zuerst einmal die grundséatzliche Zuordiuy 
der Peptisierungserscheinungen zu den spezifischen Ioneneigenschatte 
welche in den Hofmeisterschen Reihen zum Ausdruck kommen, vorzy 
nehmen; die Ladungsquellung steht demgegentiber im engsten Zusamer 
hang mit der lonenadsorption. Die Adsorptionsauffassung wird den x 
ziehungen zwischen Gelatine und Elektrolyten besser gerecht als die cine) 
Salzbildung an den Amino- bzw. Carboxylgruppen; sie ermédglicht ein 
einheitliche Betrachtung aller Elektrolyte. Erst eine grundsatzliche Gleic! 
ordnung der Wasserstoffionen und Hydroxylionen mit allen andere: 
Kationen und Anionen erméglicht das richtige Verstandnis fiir das Ver 
halten der Gelatine im isoelektrischen Zustande. Diese Betrachtunygs 
weise hat auBerdem den groBen Vorteil, daB sie in gleicher Weise fii 
lvophile Kolloide wie fiir suspensoide geeignet ist. 

Wie auf Grund der Ladung eine Quellung erfolgt, dariiber bestehe: 
drei sehr ahnliche Theorien, fiir die sich aus den Ergebnissen dieser Arbey 
keine Entscheidung treffen labt : 

1. Die Quellung ist eine osmotische Erscheinung (Procter, Wilson, Loch), 

2. Die Quellung ist ein Hydratationsvorgang des ionisierten Eiweilies 
(Pauli). 

3. Die Quellung wird verursacht durch AbstoBung gleichgeladener 
Teilchen (Tolmann und Stearn’). 

Es ist fiir alle drei Theorien gleichgiiltig, ob echte Salzbildung zwische: 
Gelatine und Elektrolyten oder Ionenadsorption angenommen wird. Di: 
Entscheidung fiir die eine oder andere Theorie mu mit grundsitzlic! 
anderen Methoden angestrebt werden. Die Auseinandersetzung zwischen 
den Anhangern der osmotischen Theorie und der Hydratationserklaérung 
scheint durch die Arbeit ven H. H. Weber* in ein neues Stadium gefiilirt 
worden zu sein. 


Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Prof. Dr. E£. Stiasny fiir die standige 
freundliche Férderung und unermiidliche Hilfsbereitschaft bei diese: 
Untersuchung herzlich zu danken; ebenso fiihle ich mich Herrn Dipl.-In: 
R. Wiirtenberger fiir viele gesprichsweise iibermittelte Anregungen uw 
fiir Férderung durch Kritik zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegende Arbeit unternimmt den Versuch einer einheit 
lichen Erklarung der quellenden Wirkung von wisserigen Elektrolyt 
lésungen auf Gelatine im Gegensatz zur bisherigen Darstellungsweis 
welche die Gelatinequellung in Sauren und Laugen einerseits und in 


' Journ. Amer. Chem. Soc. 40, 264, 1918. 
2 H. H. Weber und D. Nachmannson, diese Zeitschr. 204, 215, 192%. 
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Salylésungen andererseits fiir grundsatzlich verschiedene Erscheinungen 
wsgibt. 

Man muB ganz allgemein zwei Wirkungen einer Elektrolytlésung 
wf Gelatine unterscheiden, Wirkungen, die beide den Quellungszustand 
peeinflussen: 1. eine Aufladung der Gelatine infolge Elektrolytadsorption 
und 2. eine Peptisierung. Die beiden hierdurch bedingten Quellungs- 
erscheinungen werden daher ,,Ladungsquellung und_,,Peptisierungs- 
quellung* genannt. Immer wenn eine Gelatinequellung unter dem 
KinfluB eines Elektrolytzusatzes zustande kommt, findet man, dab 
hide Quellungsarten zusammenwirken; doch steht bei Sauren und Basen 
die Ladungsquellung im Vordergrunde, wahrend bei Salzlésungen die 
Peptisierungsquellung ihrer Bedeutung nach iiberwiegt. Bei der tib- 
lichen Darstellung wird iibersehen, daB auch bei Siuren und Basen 
eine Peptisierungsquellung und bei Salzen auch eine Ladungsjuellung 
auftritt. 

Die Ladungsquellung steht in engem Zusammenhange mit der 
Elektrolytaufnahme: Sie erreicht ihr Maximum bei derjenigen Elektro- 
lvtkonzentration, bei der auch die Elektrolytaufnahme ihren héchsten 
Wert erreicht. Die GréBe der Ladungsquellung wird durch den Grad 
der Adsorbierbarkeit der beiden Ionen des Elektrolyten bestimmt. 
Sind beide Ionen annahernd gleich stark adsorbierbar, so ist die Ladungs- 
quellung gering (Neutralsalze); hat das eine Ion vor dem anderen eine 
stirkere Adsorbierbarkeit, so ist die Quellung groB (Sauren oder Basen). 
Die Bedingungen der Ladungsquellung werden an dem Beispiel der 
Siurequellung genau untersucht (s. Zusammenfassung 8S. 381). 

Die Grundlage der Ladungsquellung ist die Bindung des Elektro- 
lvten seitens der Gelatine. Diese Bindung wird aus folgenden Griinden 
als Adsorption der einzelnen Ionen und nicht als Salzbildung zwischen 
dem amphoteren EiweiSkérper und Siuren oder Basen beschrieben: 

1. Weil die Gleichartigkeit der Quellungserscheinungen in Siuren 
oder Basen einerseits und in Salzen andererseits auch eine Gleichartig- 
keit der Bindung aller Elektrolyte voraussetzt 

2. Weil es keinen festen Wert fiir ein Saurebindungsvermogen 
gibt, sondern von jeder Siure verschiedene, durch die Adsorbierbarkeit 
des Anions und den Dissoziationsgrad bestimmte Mengen gebunden 
werden. 

3. Weil im Gegensatz zu sonstigen Titrationsvorgangen bei der 
Siurebindung durch Gelatine nur der dissoziierte Anteil und nicht auch 


der undissoziierte eine Rolle spielt. 
Man kann die Gesamtheit aller Elektrolyte nach ihrer Wirkung 
gegeniiber Gelatine in zwei Klassen einteilen: in kationophile und 
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anionophile Elektrolyte. Bei Elektrolyten der ersten Gruppe wir 
Kation starker als das Anion adsorbiert (Saiuren; CaCl,), bei den | 


trolyten der zweiten Gruppe wird das Anion starker als das Kk 
adsorbiert (NaOH; NaCl). Diese Einteilung bewahrt sich besonde. 
bei der Untersuchung des Zusammenwirkens mehrerer Elektrolyt: 
die Quellung. Es wird gezeigt, da} nur zwei Arten des Zusam: 


wirkens auftreten: additives Zusammenwirken und Antagonismus. vn 


zwar zeigen zwei Elektrolyte derselben Gruppe additives Zusamimne 
wirken, wihrend jeder Vertreter der einen Gruppe auf jeden Vertrete 
der anderen antagonistisch einwirkt. Es werden zwei Kriterien 
gegeben, um additives Zusammenwirken und Antagonismus zu unter 
scheiden. Die hier gebrauchte — nicht formelmabig wiederzugebend 


Definition des Antagonismus steht im Gegensatz zu den_ iiblichey 


Definitionen. Der Antagonismus zwischen kationophilen und a 


ionophilen Elektrolyten ist polarer Natur, d. h. auf den Antagonismu: 


entgegengesetzt geladener lonen zuriickzufiihren. Ein apolarer Anta 
gonismus, d. h. ein solcher zwischen lonen gleichen Vorzeichens (abe: 
nicht gleicher Wertigkeit) tritt nicht auf. 


Werden zwei antagonistisch wirkende Elektrolyte derart mitein 


ander kombiniert, daB die Gelatine durch Kationenadsorption und 


Anionenadsorption gleiche Mengen positiver und negativer Ladung «1 
halt, so befindet sich die Gelatine im isoelektrischen Zustande. Diese: 
Zustand ist also von dem Konzentrationsverhaltnis der anwesende 
lonen und nicht von der Konzentration der Wasserstoffionen all: 
abhangig. Die Gelatine l4Bt sich daher bei beliebigem py-Wert in de: 
isoelektrischen Zustand versetzen. Es werden hierfiir Beispiele 
nannt. 

Kin zweiter isoelektrischer Punkt existiert nicht, wofern darunte: 
eine Ladungsumkehr bei Anderung des py-Wertes von 7 auf 8 ver 
standen wird. Es wird gezeigt, daB das zweite, bei Verwendung vor 
Phosphatpuffern auftretende Quellungsminimum in diesem Gebict 
einem Ladungsminimum (aber nicht einer Ladungsumkehr) entsprichit 
Es tritt nur bei Phosphatkonzentrationen > 0,005m auf. 


{ 


Die Peptisierungsquellung wird durch eine Elektrolytpeptisieruny 


der Gelatine im Zusammenhange mit der Ladungsquellung hervor 
gerufen. Die Peptisierung erfolgt an sich ohne Quellung, bewirkt 
aber bei gleichzeitiger Ladungsquellung eine starke Quellungsvergr 
Berung. Diese Vergréberung allein verdient den Namen Peptisierung- 
quellung. Die Peptisierung nimmt stetig mit steigender Elektrolyt 


konzentration zu (fiihrt also nicht zu einem Maximum und nachfolgend: 
Abnahme, wie die Ladungsquellung). Die einzelnen Elektrolyte |» 
wirken eine verschieden starke Peptisierung; als MaBstab_hierfin 
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heint die molare Léslichkeit der Elektrolyte geeignet zu sein: je groBer 
molare Léslichkeit,. um so gréBer das Peptisierungsvermégen 
iexe Regel scheint geeigneter zu sein, als die der Hofmeisterschen 
Reihen, welche im iibrigen dasselbe, aber nur fiir einzelne Ionen ohne 
Riicksicht auf das zugeordnete Gegenion ausdriickt. Durch Wahl 
nderer Gegenionen kann die Reihenfolge der Hofmeisierschen Reihen 
ht verandert werden 
Es wird die Stellung des H-lons in der Hofmeisterschen Kationen- 
he erértert. Die Stellung des OH-lons in der Anionenreihe ist bereits 
on L. Michaelis aufgesucht worden. Die angebliche Stellung des 
\-etat-Ions in der Reihe der zweiwertigen Anionen wird richtiggestellt 
Die Ursache der Peptisierung wird in Wasserentziehung (Struktur- 


wasser) gesehen. Hierfiir werden besonders die Parallelerscheinungen 


ler Gelatinepeptisierung an Kollagen, welche in einer Schrumptung 


ler kollagenen Faser bestehen, angefihrt 











Bestimmung von K, Na, Cl und P 
in kleinen Mengen organischer Substanz. 


Von 
E. Ernst und I. Barasits. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Pécs.) 


(Eingegangen am 19. April 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Laufe unserer Untersuchungen hat sich die Notwendigkeit 
ergeben, in 0,5 bis 2 g Muskel K, Na, Cl und P nebeneinander zu be- 
stimmen. Diese Bestimmungen mubten zwecks Kontrolle immer in 
den beiden Gastrocnemien eines Frosches ausgefiihrt werden. Die 
Ausfiihrung derartiger Bestimmungen in gréBerer Anzahl stieB jedoch 
auf Schwierigkeiten, da die Gewinnung der zu bestimmenden Sub 
stanzen und die einzelnen Bestimmungen so viel Zeit beanspruchten 
daB sie nicht einmal von zwei Experimentatoren an einem Tage bx 
wiltigt werden konnten. So hat sich die Notwendigkeit ergeben, div 
Methodik so zu géstalten, daB mit ihrer Hilfe auch gréBere Versuchs 
reihen in kiirzerer Zeit zu Ende gefiihrt werden kénnen. Im folgenden 
soll die Methodik in der von uns verwendeten Form beschrieben werden 


Zerstérung der organischen Substanz. 


Es wird bekanntlich allgemein behauptet'!, daB bei der Veraschung 
auf trockenem Wege die Alkalichloride und die Phosphate sublimieren 
und zwar letztere in der Weise, dab sie von der brennenden Kohile 
(der organischen Substanz) zuerst zu P reduziert werden. Eben darum 
muB, falls es sich um die Bestimmung auch von Cl und besonders 
von P handelt, entweder die feuchte Zerstérung mit Saure oder di 
trockene Veraschung mit Large angewendet’ werden, sonst tritt ein 
Verlust an den genannten Elementen ein. Ein Nachteil der feuchten 


1 Siehe z. B. Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. I, Teil 3 
Allg. analyt. Meth. Aschenanalyse (Lockemann), 38. 657, 1921. 
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Veraschung ist aber zweifellos der Umstand, dab die Reagenzien Cl K 
ind Na, also eben die zu bestimmenden Elemente enthalten kénnen, 
was eine standige Kontrolle der Reagenzien auf diese Substanzen 
notwendig macht. Andererseits beansprucht diese Methode, wenn 
auch Cl bestimmt werden soll, viel zu lange Zeit. AuBerdem ist es nicht 
ratsam, K- und Na-Bestimmungen in einer solchen Lésung durch- 
zufiihren, der Mineralsiuren zugesetzt wurden. 

Die trockene Veraschung mit nicht zu viel Lauge beansprucht 
gwar keine bedeutende Arbeitszeit, da der getrocknete Frosch- 
gastrocnemius auf Grund unserer Erfahrungen bei Zugabe von etwa 
|cem Lauge im elektrischen Ofen (Herdus) in 24 Stunden ohne weitere 
Manipulationen verascht, aber auch diesem Verfahren setzten sich 
Hindernisse entgegen. So kénnen die Lésungen von Erdalkalien nicht 
angewendet werden, weil sie sehr schwer léslich sind und ‘daher in 
einem kleinen Volumen von denselben nicht so viel zugesetzt werden 
kann, als fiir die Bindung des P notwendig wire ; andererseits erschweren 
die Erdalkalien, in Substanz zugesetzt_ den VerbrennungsprozeB. Durch 
Zusatz von Nitratsalzen kénnte zwar diesem Umstande in gewissem 
MaBe abgeholfen werden, dann hat man aber am Ende eine grobe 
Masse von zugegebenen Salzen neben einigen Milligrammen solcher, 
welche urspriinglich in der Substanz enthalten waren 


Von den Alkalien kommen in erster Reihe die Hydroxyde des Li, 
Ru und Cs in Betracht, da ja Na und K im Muskel selbst bestimmt 
werden sollen. Da aber die Li-Lauge die Na-Reaktion, die Lauge des 
Cs die K-Reaktion gibt, kénnen auch diese nicht verwendet werden'. 
Nun zeigte sich aber, daB die Zugabe irgendwelcher Stoffe zur Muskel- 
substanz bei trockener Veraschung unnétig ist; die Chloride kénnen 
nimlich aus der Muskelasche quantitativ zuriickgewonnen werden; 
auch die Phosphate verschwinden nicht, sondern es kommt bei der Ver- 
aschung zu einer Umwandlung der Orthophosphate zu Meta- hew. Pyro- 
phosphaten, die bekanntlich® die Molybdin-PO,-Reaktion nicht geben. 
Wird aber die Lésung der Muskelasche mit H,SO,-Lésung gekocht, so 
findet eine Riickwandlung dieser Phosphate zu Orthophosphaten  statt, 
und so kann die im Muskel urspriinglich enthaltene PO,- Menge quantitativ 
bestimmt werden. 

Es wird also die Veraschung in zwei elektrischen Ofen vorgenommen. 
Man stellt die in den Stromkreis geschalteten Widerstinde so ein, dai 
die Ofen im Dunkeln bis zur Temperatur der beginnenden Rotglut 


1 Das Li ist fiir das Na-Fallungsreagens und Cs fiir das K-Reagens 
so empfindlich, dab die zwei Elemente auf diesem Wege selbst quantitativ 
bestimmt werden kénnen. 

2 Vgl. 7. Kitasato, diese Zeitschr. 197, 257, 1928. 
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erhitzt werden!. Die Ofen sollen anfangs in spiten Abendstunde; 
einigemal kontrolliert werden, da bei eventueller Ausschaltung st id). 
scher Strombelastungen die Temperatur der Ofen unerwarteterweis 
hochsteigen kann. Bei in dieser Weise ein fiir allemal eingeste||te 
Widerstinden werden nun die Veraschungen ausgefiihrt. Dies geschiel 
so, daB man die Ofen fiir eine Viertelstunde vorwarmt und dann erst dic 
getrockneten Muskeln (in Platinschalen) einlegt. Dadurch wird erreich 
daB die Muskelmasse in der Hitze zerflieBt und auf ein Volumen voy 
3 bis 5ccm aufgebliht wird. In diesem groBen Volumen verteilt sic 
nun die verhiltnismaBig winzige Muskelmasse (0,1 bis 0,4 ccm) » 
fein, daB die Kohlenpartikel restlos verbrennen. 


Die Gewinnung der Asche geschieht also ohne jede Manipulation 
und Zeitverlust. Nachmittag legt man die Muskeln in die Ofen und in 
der Frithe hat man die Asche in Form einer schénen weiSen Kuppel ir 
den Schalen. 

Na-Bestimmung. 


Auf die Brauchbarkeit der Strengschen Reaktion wurde unlangst 
von Kolthoff? hingewiesen, der die Vorschrift der quantitativen Na. 
Fillung angibt. Da bei dieser Fallung [nach Kling und Lassieur Na Zu 
(UO,)5(C,H,O9),, 9 H,O] auf eine Gewichtseinheit von Na _ etwa 
70 Gewichtseinheiten des Niederschlags sich bilden, so erscheint dic 
Reaktion als besonders geeignet, um zu einer sedimetrischen Methode 
ausgestaltet zu werden. 


Es ist Hamburgers Verdienst, den von Bliz stammenden Gedanken (1885), 
welcher Hedins Himatrokrit zutage férderte*, auch in der chemischen 
Analyse angewendet zu haben*. Hamburger nannte seine Réhrchen ,,Chono 
himatokrit“, wir glauben jedoch, mit dem einfachen Namen Fiallungs 
réhrcher, uns begniigen zu kénnen; er bezeichnete weiterhin seine Method: 
als eine mikrovolumétrische, welcher Name von Aleinmann® fiir nicht ein- 
deutig und daher fiir ungeeignet gehalten wird, da doch ,,der Name Volu 
metrie bereits fiir die MaBanalyse vergeben ist‘‘; er schligt also den 
Namen Sedimetrie vor. Diese Bezeichnung ist gewib geeignet, laBt jedoc) 
noch unbestimmt, ob die Sedimetrie auf dem bisher allgemein gebrauchten 
Wege der Gewichtsbestimmung oder aber mit Volumenmessung ausgefiihrt 
wird. So kénnte vielleicht der Name Volumsedimetrie gegeniiber der Ge- 


1 Die immer wiederkehrende Vorschrift, die trockene Veraschung mit 
Gasflamme bei beginnender Rotglut auszufiihren, ist einerseits viel schwere! 
einzuhalten, da bei Tages- oder Lampenlicht die beginnende Rotglut niclit 
bestimmt zu erkennen ist, und andererseits bedeutet die bei Licht beo! 
achtete Rotglut natiirlich eine viel hdhere Temperatur als jene in Finsternis. 

* Zeitechr. f. analyt. Chem. 70, 397, 1927. 

3 Skand. Arch. f. Physiol. 2, 134 und 360, 1891. 

« Hamburger, diese Zeitschr. 71, 415, 1915; Abderhaldens Handb. d 
biol. Arbeitsmeth., Abt. I, Teil 3: Allg. analyt. Meth. 1921, S. 855. 

5 Diese Zeitschr. 99, 106, 1919. 
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ichtsanalyse (Pondusedimetrie) beibehalten werden fiir den Fall, dai 
ie gesuchte Substanz aus dem Volumen des Sediments quantitativ be- 
rimmt wird. 

Zu diesem Zwecke wurden Fallungsréhrchen angewandt, welche 
nm gewohnlichen kleinen Zentrifugenréhrchen ahnlich sind, nur be- 
teht der untere Teil derselben aus einer dickwandigen 
‘apillare (s. Abb. 1). Zum Arbeiten mit diesen ~~ 
éhrehen sind eine an den Arbeitstisch montierte a 
Vasserstrahlpumpe, eine Pravatzspritze und einige 
dem lange, diinne (0,6 mm) Injektionsnadeln not- 
wendig. 


——— 


1. Reinigung. Man reinigt das Réhrchen mit 
armem Wasser und Biirste, dann fillt man mittels 
Pravatzspritze die Kapillare mit destilliertem Wasser ; 
mun werden die Réhrchen mit Chromschwefelséure und 
Wasser reichlich gewaschen und mit destilliertem Wasser 
gefillt. Nun wird eine mit der Wasserstrahlpumpe 
verbundene Injektionsnadel bis an das untere Ende 
der Kapillare gefiihrt und das destillierte Wasser nur 
aus dem weiten Teile des Réhrchens abgesaugt. Da- 








durch, daB die Nadel bis ans Ende der Kapillare vor- Abb. 1. 
geschoben ist, wird diese mit der ganzen Menge des Die Lange 
Wassers, welches sich in dem breiten Teile des ig Eo cig 
Réhrehens befindet, durchgewaschen. Wird zweimal Millimeter: 
das Waschen wiederholt, so ist das Réhrehen zur Be- snare | 


stimmung bereit. In dem kapillaren Teil muB de- Der Fassungs- 

ill y, > >} nant. . 7™ . raum des oberen 
stilliertes Wasser bleiben, sonst verhindert die darin 7 4i.— ungetabr 
enthaltene Luft den Niederschlag, sich in das Ende 10cem 


der Kapillare zu setzen. 


2. Volumsedimetrie. Man bringt die zu untersuchende Lésung 


‘mit dem Reagens im Fallungsréhrchen in dem Verhaltnis zusammen, 
wie es durch Kolthoff bzw. durch Barrenscheen und Messiner beschrieben 


ist?. Rihrt man mit einem Glasstabchen das Gemisch etwa eine halbe 


Minute energisch um, so fallt der Niederschlag aus; nach einem viertel- 


stiindigen Zentrifugieren kann die Héhe des Niederschlags an der 


| Einteilung der Kapillare volumetrisch abgelesen werden. (Dazu ist 
' selbstverstandlich nétig, daB die Fallungsréhrchen fiir verschiedene 


Na-Mengen kalibriert werden.) Wollte man mit diesem Verfahren 
die quantitative Na-Bestimmung abschlieBen, so miiBte man auf ver- 
schiedene Umstinde (Tourenzahl der Zentrifuge usw.) so peinlich 


1 Diese Zeitschr. 189, 309, 1927. 
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achten, dab es uns viel einfacher erschien, die Bestimmung mii de; 
Kolorimetrie zu beenden. 

3. Kolorimetrie. Nachdem es sich erwiesen hat, daB der in desti| 
liertem Wasser geléste, mit '4cem 10°, iger Essigsdure  versetzt 
Na-Niederschlag sich monatelang aufbewahren laBt, haben wir dic Bx 
stimmung in folgender Weise ausgefiihrt. Es werden je 5 ccm von der 
Aschenlésung der Gastrocnemien mit je 5cem gesattigter alkoholisc her 
Zinkacetatlisung versetzt, etwa eine halbe Minute tiber Wasserdamp{ 
erwarmt, wodurch die Phosphate ausgefallt werden. Aus dem Filtrat 
werden je 2ccm mit je 2cem Reagens und ebensoviel konzentriertem 
Alkohol in das Fallungsréhrchen pipettiert, umgeriihrt, zentrifugiert 
und die Niederschlagshéhen an der Kapillare abgelesen. Die Ablesung 
zeigt schon, ob die Parallelen iibereinstimmen. Trifft dies zu, dann 
wird die Kolorimetrie mit nur je einem Niederschlag ohne Parallek 
ausgefiihrt. Man gieBt hierzu die tiberstehende Lésung aus, wiischt 
das Fallungsréhrchen einigemal mit destilliertem Wasser nach, gie(t 
die Réhrchen mit destilliertem Wasser voll, schiebt die mit der Wasser. 
strahlpumpe verbundene Injektionsnadel bis 2 bis 3mm Entfernung 
von dem Niederschlag in die Kapillare ein und saugt alles Wasser ab 
Hierdurch wird das in der Kapillare enthaltene Reagens entfernt und 
auch die Kapillarwand rein nachgewaschen. Danach zieht man destil- 


Tabelle I. 











Na»Gehalt in mg Na-Gehalt in mg 
ne ee. 1M —- kolori+ on sae — kolori- 
Substanz B. . - | metrisch Substanz Tn metrisch 
Nr. bestimmt | 5¢stimmt Nr. bestimmt  >¢stimmt 
232 01 mg Na 0.091 0,100 229 Muskelasche 0,060 0,056 
239a 005, , 0,052 | 0,052 232 e 0,100 0,100 
O63. s 0,048 0,056 0,196 | 0,197 
2402 0.05 _ 0.064 | 0.055 | 233 : 0,088 | 0.089 
Ce. « 0,064 0,055 st 0,083 0,090 
a 0,100 0,100 234 a 0,026 0,025 
ae 0,203 0,200 235 "i 0,091 0,082 
S50. -« 0,051 0,050 7 0,150 0,179 
015, .« 0,148 0,153 243 . 0,042 0,031 
25388005, , 0,053 0,056 “s 0,074 0,070 
ea ~ 0,053 0,050 256 a 0,062 | 0,058 
ees 0,027 | 0,019 ‘s 0,049* 0,045" 
254 eS > « oe 0,097 - 0,049* 0,045" 
260 (005, ; 0,049 | 0,056 257 . 0,040 0,027 
Gle «. =» 0,051 0,050 . 0,027* 0,023" 
2650/01 , » 0,111 | 0,102 . 0,036*  0,027* 
265b 0,05. . | 0,053 | 0,055 | 279 | : 0,028 0,024 
269 #02 , , | 0,198 | 0,192 a 0,028 0,023 
ms « s 0,097 | 0,099 
a 0,053 0,054 





* Paralleibesti aus derselben Aschelésung. 
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jiertes Wasser in die Pravatzspritze und, wihrend man die Nadelspitze 
his zum Ende der Kapillare vorschiebt, driickt langsam Wasser aus 
der Spritze. In dieser Weise wird der Niederschlag mit ', bis 1 cem 
Wasser aus der Kapillare in den breiten Teil des Roéhrchens aus- 
getrieben und gleichzeitig in dem Wasser gelést. Diese Lisung wird 
nun in einen MeBkolben iiberfiihrt, das Réhrchen wird einigemal in 
den Kolben nachgewaschen, '. ccm 10°, iger Essigsiure zugesetzt und 
mit der aufbewahrten Standard-Na-Lésung kolorimetrisch verglichen. 

Die Natriumbestimmung geschieht also im groBen ganzen nach 
der Vorschrift von Barrenscheen und Messiner, nur in einem bedeutenden 
MaBe abgekiirzt, so daB die quantitative Bestimmung des Natrium- 
gehalts zweier Gastrocnemien mit Parallelen in etwa 1 Stunde be- 
endet ist. 

Zur Demonstrierung diene Tabelle 1. 


K-Bestimmung. 


Je leem der Aschelésungen von Gastrocnemien werden mittels 
Pipette in vier Fallungsréhrchen eingebracht. Das Kalium wird mit 
dem Co-Reagens ausgefallt, eine Viertelstunde stehengelassen, dann 
zentrifugiert. . Die Niederschlagshéhen werden abgelesen. (Es ist hier 
zu bemerken, daB zu den K-Bestimmungen solche Fallungsréhrehen 
benutzt wurden, deren Kapillaren ein Lumen von 0,7 bis 0.8mm Durch- 
messer hatten.) Die Lésung wird abgegossen, das Réhrchen einigemal 
nachgewaschen, dann der kapillare Teil ausgewaschen und der Nieder- 
schlag in den breiten Teil des Fallungsréhrchens gebracht, alles ebenso, 
wie es bei der Na-Bestimmung schon beschrieben wurde. Der suspen- 
dierte Niederschlag wird mit weiteren 3 bis 5ccm Wasser verdiinnt, 
wieder eine Viertélstunde zentrifugiert, die Niederschlagshéhe wird 
dann nochmals abgelesen und die iiber dem Niederschlag stehende 
Flissigkeit entfernt. Danach bringt man — wie beschrieben den 
Niederschlag aus der Kapillare in den breiteren Teil, setzt Permanganat- 
lésung zu und verfaihrt weiter nach Kramer-Tisdall. Wir méchten 
bemerken, daB die Fallungsréhrchen ohne weiteres in kochendes Wasser 
getaucht werden kénnen (zur K MnO,-Titration), der zur Vermischung 
dienende Glasstab darf aber nicht in dem Réhrchen bleiben, da dasselbe 
sonst leicht springt. 

Die K-Bestimmung wird also durch die Kombination der Methoden 
von Hamburger und Kramer-Tisdall ausgefiihrt, nur beansprucht 
dieselbe in der angegebenen Kombination bei der Analyse zweier 
Gastrocnemien mit Parallelen héchstens 2 Stunden. Beispiele sind in 
Pfliigers Arch. 220, 660, 1928* zu finden. 


* E. Ernst und L. Scheffer, Die Rolle des Kaliums in der Kontraktion. 
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Die Cl-Bestimmung 


geschieht nach Volhard in je 5cem der Aschelésungen der Gastrocner) oy 
Beispiele sind in der Tabelle IT zu finden. Wie aus dieser zu erse)jey 
ist, entsprechen die mit den verschiedenen Veraschungsmeth«:|en 
gewonnenen Werte dem von Katz! gefundenen Mittelwert vo 


0.40 mg Cl pro Gramm Muskel. 


Tabelle IT. 





Pro g Feuchtgewicht 


Versuch Die Art der Zerstérung der organischen Substanz gefundenerCl-Gehal: 
Nr. me 
229 Trockene Veraschung mit MgO 0,36 
234 0,55 
239 | a : 0,39 
939 rrockene Veraschung 0.42 
243 | | 0,36 
9 7 
os Veraschung auf nassem Wege mit HNO, + Hy QO, nen 
2 Pe ; : 0.55 
ae lrockene Veraschung mit LiOH 0'40 


P-Bestimmung,. 


Es wurde schon in dem Kapitel tiber die Veraschung erwahnt 
da zur quantitativen Gewinnung des Phosphats aus dem Muske! 
keine Zugabe irgend eines Stoffes nétig ist, da zwar die Orthophosphate 
bei der trockenen Veraschung zu Meta- bzw. Pyrophosphaten sich 
umwandeln, durch Kochen mit Schwefelsaurelésung aber wieder zu 
Orthophosphaten zuriickverwandelt werden. Die Tabelle Il zeigt, 


Tabelle I11. 





Abgewogene Menge Wesserverlust beim Gliihen in mg P in mg 
von KH, PO, kate ote oe z iC 
mg berechnet beobachtet berechnet bestimmt 
102,2 13,5 13.8 23,2 23.6 
24,2 3.2 3.0 5,5 5,4 


daB im analytischen System die Um- und Riickwandlung von Ortho- 
und Metaphosphat in der angegebenen Weise quantitativ erfolgt. 
Die Bestimmung geschieht also in der Weise, daB je 5cecm Asche 
lésung mit je 5 ccm 20°,iger Schwefelsaure fiir einige Minuten gekocht 
werden, die so eingedampfte Lésung wird sodann auf 10 ccm auf 
gegossen, und in 2 ccm derselben wird nun die Menge des P nach der 
Methode von Bell-Doisy mit der Modifikation von Briggs kolorimetrisch 





1 Pfliigers Arch. 68, 1, 1896. — 
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Tabelle IV. 








Pro g Pro g 
Feucht- Vv Feucht- 
Vers Die Art der Zerstérung gewicht : —" Die Art der Zerstérung gewicht 
= der Muskelsubstanz gefundener | *¥° der Muskelsubstanz gctundener 
P-Gehalt PeGehalt 
Nr mg Nr mg 
248 Mit HNO, + Hy 1,67 265 | Mit 0,25cem ver- | 1,85 
251 1,93 265 | diinnter LiIOH | 1,67 
251 Mit 2 ccm gesittigt. | 1,89 268 1,90 
252 | LiCO, | 1,81 268 1,88 
252 1,82 270 Trock y 1,62 
254 2.06 | 270 aps > oe - 1,37 
Or : 968 7 asch = 
ae | Mit 1 com gesattigt. | —_ 379 1,64 
£09 LiOH 2, ) 279 1,74 
255 | | 1.85 | 283 1,50* 
253 1,77 283 | . | 1,50* 
+ , " } NO, + pie 
263 | Mit 1,5cem ver- {| 1.74 | 284 || Mit HNO; +H, [7 441s 
63 | diénnter LIOH | 1,45 254 Trockene Verasch. 1,45* 
264 | Mit 0,5ccem ver- | 1,17 
264 | dinnter LiIOH | 1,32 
* In den beiden Gastrocnemien je eines Frosches 
bestimmt. Die in der Tabelle zusammengestellten Phosphorwerte 


sind mit den Ergebnissen von Katz zu vergleichen, der fiir den Gesamt- 
phosphor pro Gramm Muskel im Mittel 1,86 mg und fiir den wasserigen 
Auszug 1,52 mg fand. 


Arbeitsgang der Bestimmungen. 


Die Aschen der am vorigen Tage in die Ofen gebrachten Gastroc- 
nemien werden gewogen, mit Zugabe von 2 Tropfen konzentrierter 
Essigsiure zu 25cem destillierten Wassers gelist. Es wird mit der Na- 
Bestimmung begonnen. Wahrend der Na-Niederschlag zentrifugiert 
wird, pipettiert man die Aschelésung und das Co-Reagens in die 
K-Fallungsréhrehen; man nimmt das Natrium aus der Zentrifuge 
und legt das Kalium hinein. Wahrend nun die Zentrifuge mit den 
K-Réhrehen liuft, werden die Na-Niederschlage in MeSkolben tiber- 
fihrt. Nun wird der K-Niederschlag fiir das zweite Zentrifugieren 
vorbereitet und wahrend dieses wird das Na kolorimetriert. Dann 
folgt die titrimetrische Bestimmung des Kaliums. Nun wird zur Kolori- 
metrie des Phosphors iibergegangen. In der Zeit aber, wahrend die 
gefarbten P-Lésungen stehen miissen, werden die Cl-Bestimmungen 
ausgefiihrt und endlich die P-Kolorimetrie erledigt. Wollte man auch 
das Ca bestimmen (Fillung des Calciums mit Oxalat), so zentrifugiert 
man in der Zeit der K-Titration und titriert dann die verbrauchte 
Oxalatlésung mit der zur K-Titration bestimmten Kaliumpermanganat- 
losung. 
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Wir méchten zum SchluB bemerken, daB die beschriebene Met) 
welche sich fiir die Ausfiihrung von Serienbestimmungen uns a! 
zweckmaBig erwies, vielleicht auBer Muskelbestimmungen auch fii; 
die Untersuchung anderer Organe geeignet sein diirfte. 


Zusammenfassung. 

Es wird ein Verfahren bescbrieben, mit dessen Hilfe die quantitatiy, 
Bestimmung des K-, Na-, Cl- und P- (eventuell auch Ca-) Gehalts vo 
zwei Froschgastrocnemien von einer Person leicht innerhalb 6 bis 


8 Stunden ausgefiihrt werden kann. 

















Uber den qualitativen Nachweis von Fetten und deren 
Bestandteilen, unter Hervorhebung von Mikromethoden. 


Von 
Anneliese Niethammer, 


\us dem Institut fiir Botanik und Warenkunde der deutschen technischen 


Hochschule in Prag.) 
(Eingegangen am 23. April 1929.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die Identifizierung geringer Fettmengen stOBt. selbst wenn man 
sich mit dem qualitativen Nachweis begniigt. oft auf Schwierigkeiten. 
Wir wollen hier einiges tiber unsere Erfahrungen mit verschiedenen 
Verfahren des qualitativen Fettnachweises berichten. Hervorzuheben 
ist, daB wir fiir histochemische Zwecke iiberhaupt noch keinen brauch- 
haren Fettnachweis haben 

Vor allem wollten wir studieren, ob es bei einer genauen und 
systematischen Durcharbeitung nicht méglich ist, so weit zu kommen 
daB die bekannten Methoden wenigstens einigermaBen spezifisch ver- 
wendet werden kénnen. Zunichst mubte untersucht werden, ob nicht 
Modellversuche, die in der pflanzlichen Histochemie und Mikrochemie 
recht gute Dienste leisten, hier auch brauchbar sind. Damit ist der 
Weg. den wir bei den Untersuchangen gingen, bereits gekennzeichnet 

Es wurden nachstehende Methoden, die zum Nachweis von Fetten 
fetthaltigen Substanzen und Fettsauren dienen, weitgehend untersucht 

1. Sudan I11. Dieser Farbstoff ist das bekannteste histochemische 
Reagens. Laut Angaben von A/lein' hat es den Nachteil. dali es keimeswegs 
spezifisch ist, daB es nicht nur Fette (ganz allgemein), sondern auch Wachise 
ind Harze anzeigt. 

2. Verseifungsmethoden. Aus der Zusammenstellung bei .Wolisch ? kOnnen 
wir ersehen, dab Fette und Fettséuren oft recht eigenartige Formen bei 
der Verseifung auf dem Objekttrager ergeben, die jeweils fiir die Substanz 
charakteristisch sind. Eine nahere Durcharbeitung ist aber bis heute 


noch ausstandig. 


1G. Klein, Eintithrung in die Histochemie. Berlin und Wien, Springer, 
1929. 


2 H. Molisch. Lehrb. d. Mikrochem. Jena. Fischer, 1918, 


oF 
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3. Die Erhdrtungsformen. Uber die Anwendung dieser Metho 
richteten erst jlngst Botstiher und Lustiqg'. Diese Erstarrungst 
kommen vor allem bei festen Fettsubstanzen in Frage. Man schmil 


Substanz auf dem Objekttrager, laBt auf Eis erstarren und beoba 
die Erstarrungsftorm, die gewoéhnlich fiir die Substanz charakterist iss 

$4. Die Priijung mit der Analysenlampe. Aut die Anwendung « 
Methode wird auch bereits von den beiden oben zitierten Autoren 
rewresen. 

5. Die Sublimationsmethode Tunmann? weist daraut hin, dali 
wo die tiblichen allgemeinen Methoden zum Fettnachweis Versayget 
Sublimation eimsetzen mut. 

In gesonderten kurzen Abschnitten werden wir nun diese fiint Pu 
behandeln. 

1. Sudan Il. 


Das Reagens haben wir in einer Losung von Glycerin und Alkoly 
angewendet, und zwar zu gleichen Teilen; das Reagens wird 0,05 
hergestellt 

Wie bereits bekannt. konnten wir finden, daB Fette, fettart iy: 
Substanzen und Harze recht gut gefarbt werden. 

Hervorgehoben seien eine Reihe von Untersuchungen mit fett 
Olen, da dieselben eine gewisse Spezifizierung zeigten. An dieser Ste 
sei erwahnt. dab uns eine grobe Zahl von Olen zur Verfiigung stand, 
wir der Liebenswiirdigkeit der Firma Janski d Co., Prag, und der Fin 
Ostia in Aussig a.d. BE. dankten. 


Der Grundton., den wir bei der Austérbung mit Sudan LIL erzielt: 
war allgemein rot, bei genauerer Betrachtung konnten wir aber gute Unt: 
schiede in der Tonung, die auch reproduzierbar sind, beobachten. Nelh- 
farbt sich karminrosa, Oljvendl graurot, Ribél dunkelrot mit schwarz 
Streifung. Es kéonnten noch mehr derartige Unterschiede angetithrt werde 

In dem Ostwaldschen Farbenatlas, der in verkleinerter Form in seins 
Farbentiebel zugénglich ist*, besitzen wir emen guten Malstab, um a 
Farbenténe zu identifizieren. 

An Hand dieser Farbenfiebel stellten wir nun eine Typisierung «: 
bekanntesten Fettsaduren auf. 

Die niedrigen Glieder der Fettsauren, wie Ameisen-. Essig-. Butt 
und Milchsdure, farben sich mit Sudan gar nicht, so daB sich die Typisieruns 
eriibrigt. Propionsdure tarbt sich kaum wahrmnehmbar. Von den mittlers 
Gliedern priiften wir Heptylsdure, Typ 146 nach Ostwald, Caprylsdu 
Typ 142 Ostwald, Nonylsdure, Typ 149 Ostwald, Caprinsdure, Typ 3% 
Ostwald. Von den héheren Gliedern mubBte das Material erst geschmolze 
werden, frither trat keine Farbung ein. Palmitinsdure, Typ 147 Ostwa 
Stearinsdure, Typ 128 Ostwald, Erukasdure, Typ 450 Ostwald, Laurinsdu: 
Typ 103 Ostwald. Diese kurzen Beispiele sollen geniigen, um das a. 


gewendete Verfahren zu charakterisieren. 


' (', Botstiber und B. Lustig, diese Zeitschr. 202. 81. 1928. 
2 Tunmann, zitiert bei J. Emich, Lehrb. der Mikrochemie. Miincher 


Bergmann, 1926. 
3 WW. Ostwald, Farbentiebel. Leipzig, Uhesnema. 1928. 
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Die Fettséuren wurden uns in freundlicher Weise von der Sehicht A.-G 
isig a. d. KE. zur Vertiigung gestellt 


Neue und alte Fette bzw. Ole kénnen mit Sudan auch einigermaBen 

rschieden werden, da die neuen Fette sich gewohnlich heller farben 

lie alten und eine Neigung haben, kleine Kugeln zu bilden, was bei den 
ten nicht der Fall ist. 

Durch die Sudanfarbung kénnen wir im besten Falle gewisse Anhalts 

kte gewinnen, daher wollen wir gleich die anderen Methoden priifen 


2. Verseifungsmethoden, 


Auf dieses Hilfsmittel zur Identifizierung von Fetten machen 
Hartwig und Uhlmann in einer eigenen Arbeit, die leider wenig beachtet 
wurde, aufmerksam!. Die Methode ist auBerst einfach, da man nichts 
anderes zu tun hat, als das entsprechende Fett auf dem Objekttrager 
mit ammoniakalischer Kalilauge zu verseifen Die Konzentration 
dieses Gemisches kann verschieden gewihlt werden. Feste Fette mub 
man erst auf dem Objekttriger schmelzen 

Die einzelnen Fettsaéuren in reiner Form geben nun durchweyg charak 


teristische Formen. Man kann auch Mischungen erkennen, da in solehen 
lie charakteristischen Formen beider Sauren 


vorherrschen. Wir wollen nur ganz kurz einige } ~ 
Formen besprechen, Abbildungen kénnen hier NAL/Z 
: —s 


wegbleiben, da man sich im Bedarfstalle am besten 

Vergleichspraparate herstellt. Die Anfertigunyg 

solcher Priaparate ist ganz miihelos. << 
Wir prutten hier wieder dieselben Sauren , 

wie friiher, deren Herkunft  natiirlich auch 

wieder die gleiche war. Die durch die Verseifung 


S 


” 
ro 
s 


vebildeten Formen waren hier bei weitem charakteristischer und besser 
fiir eine Identifizierung geeignet, als dies bei den Tonungsunterschieden 
nit Sudan LIT der Fall war. 


Beziiglich des Nachweises der fetten Ole ist hervorzuheben, dab dic 
selben ebenfalls sehr charakteristische Verseifungsbildet veben, die eine 
Bestimmung leicht erméglichen. Gewédhnlich kann man die Bilder wieder 
finden, die den Sauren, die sich an der Zusammensetzung des Oles be 


teiligen, eigenttimlich sind. 


Riihbél ergibt bei der chemischen Analyse einen erheblichen Anteil an 
Krukasdure. Erukasdure gibt nun bei der Behandlung mit ammoniakalische 
Kalilauge ganz typische Verseifungsbilder, und zwar handelt es sich dabei 
um eigenartige dunkle wellige Gebilde. Bei der Verseifungstorm des Pihdls 
finden wir wieder diese charakteristischen Wellen der Eruhasdure. tibet 
die die Abb. 1 uns ein Bild gibt. 

Leinél, an dessen Zusammensetzung Linol- und Linolensdure in starkem 
Mabe beteiligt sind, gibt eigenartige nadelartige Verseifungstormen. Ahnlich« 
Bilder erzielten wir bei der Verseifung einer reinen Leindlsdure von Kahl 


1. Hartwich und W. Uhlmann, Arch. d. Pharm. 24. 1903 
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baum. Der Freundlichkeit der Firma Schicht in Aussig dankten wi 
eine Probe von Linolsdure, deren Verseifungsbild als charakterist 
Element die vorhin angedeuteten nadelartigen Gebilde enthalt (s. A » 
Diese Versuche mit Fetten und Olen kann ‘ 
natiirlich noch beliebig weiterfiihren, da es. sic! 
aber nur um die Hervorhebung der  wesent! 
Tatsachen handelt, wollen wir uns mit dem Skizzicrte 
begniigen. Wer sich weiter fiir die Verseifungs! 
interessiert, kann sich leicht fiir Vergleichszweck: 
Abb. 2 entsprechenden Praparate herstellen. 


3. Die Erhirtungsformen. 

Wie bereits erwihnt, haben itiber dieses Verfahren vor kurzer Zeit 
Botstiber und Lustig in dieser Zeitschrift berichtet. Das Verfahres 
besteht darin, da} man die zu untersuchende Fettprobe schmilzt wnd 
sie dann auf den Objekttriger, den man auf Eis legt. erstarren |ibt 
Die verschiedenen Fette geben nun ganz typische und charakteristisch 
Formen. Das Verfahren kann sich leider nicht fiir alle Fette eignen 
da diejenigen mit einem zu tiefen Erstarrungspunkt ausscheiden 

Die einzelnen Fettsauren geben sehr wohl charakterisierte Forne 
deren Beschreibung hier iiberfliissig ist, da man sich hier wieder im Bedarts 
falle seine Vergleichspraparate in wenigen Minuten herstellen kann. 

Auf verschiedene Fette, denen praktische Bedeutung zukommt, wolle: 
wir hier einzeln eingehen und auch davon einige Bilder bringen. Botstiher 
und Lustig (l.c.) geben bereits einige Abbildungen von Kakaofetten i 
ihrer Arbeit. Wir priiften hier die Erstarrungsformen von reinem AKakao/ett 
von Kakaoschalenfett und von einer Mischung von beiden. Die Abb. 3a, | 
und ¢ geben die charakteristischen Bilder wieder. Abb. 3a ist das rein: 
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ofett. Abb. 3b das reine Schalenfett und endlich Abb. Be die Mischunyg 








\ 
vweiden Das Kakaofett bzw. das Schalentett wurde mit Petrolithe 
\ ? Soxhletextraktionsapparat  ausgezogen Die Extraktion wahrte 
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Abb. 3c 
12 Stunden. Die Kakaoprobe wurde uns in freundlichster Weise, als 


hollandischer Kakao bezeichnet, von der Firma Mein! A.-G. in Prag zw 


Verfiigung gestellt. 
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Kine sehr interessante Erstarrungsform, die mit anderen nicl 
wechselt werden kann. gibt Nokosfett. Proben von Aokosfett dankt« 
der Firma Schicht A.-G. in AuBig und den Zentrawerken in Tetschen a 








Ein gutes. Bild von Aokosfett finden wir in der Arbeit von Botstiber und 
Lustig, so daB wir hier von einer Reproduktion Abstand nehmen kénnen 
Im AnschluB an die Untersuchung iiber AKokosfett wurden die Bilder ver | 
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_ dener bekannter Margarinen geprult Das tyvpische Bild wie Aokhos/ett 

Rte ; nur Ceres (Erzeugnis der Firma Schicht. Aussig Uber dieses Bild 

.a die Abb. 4 Auskunft. Das Bild von Vitello (Erzeugnis der Zentrawerke 
Abb. 7. 

in Tetschen a. d. E.) zeigt die Abb. 5. Es wurden noch die Margarinen Alma, 

nid Rita und Visan (Erzeugnisse der Firma Schicht in Aussig) gepriift. Dieselben 

en veben Bilder. die dem von Vitello recht abhnlich sehen, so daB wir sie nicht 


el eigens beifiigen. Trotzdem ist aber jede dieser Margarinen im Bilde erkennbar, 
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Kin typisches Bild gibt auch reine Butter, wie Abb. 6 zeigt; ein ce} 
teristisches Bild gibt eine Mischung von itter und Ceres, wie Abb 
entnehmen ist. Zum Schlub sei von tierischen Fetten noch das interes 





Abb. 8 





Abb. 9. 


Bild von Schweineschmalz (Abb. S) gezeigt. Abb. % ist das Bild von Rinds 
talq, das auch Botstiber und Lustiq bringen und wir zum Vergleich mi 
Abb. 10, die eine Mischung von Schweineschmalz mit Rindstalg darstellt 
nochmals anfiihren miissen. 
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Zu diesen Erstarrungsbildern ist kurz zu sagen, dali sie tatsachlich 
| charakterisierte Formen geben und zur Identifizierung vieler Fette 
geeignet sind. Sie gestatten es auch, bis zu emer gewissen Crenze 





Abb. 10 


cht erlaubte Zusitze zu bestimmten Fetten zu erkennen. Dammit haben 
die Untersuchungen von Botstiber und Lustiq eine weitgehende Stiitze und 


Ausdehnung erlangt. 


4. Die Priifune mit der Analysenlampe. 


Uber diese Priifungsmethode haben auch Botstiher und Lustig 
einiges berichtet Man kann auch dieses Verfahren fiir sehr kleine 
Mengen nutzbar machen. wenn man die Fette auf kleine Stiicke 
schwarzen Photographenpapiers auftragt und so unter der Lampe 
betrachtet Dali gewisse Differenzierungen, beispielsweise ‘der Fett 
siuren. modglich sind, darauf wiesen Botstiher und Lustig bereits hin 
Auch wir konnten in einer an anderer Stelle erscheinenden Arbeit 
darauf hinweisen'. daB bei den Fettsiuren gewisse. allerdings seh 
geringe Differenzierungen mittels der Analysenlampe erzielt) werden 
Dabei ist aber gleich zu bemerken. daB viele Sauren, die gar nichts 
miteinander gemein haben. eine gleiche Lumineszenz oder Ténung 
unter der Lampe geben 

Hier wollen wir nur auf das Verhalten von fetten Olen unter det 
Analvsenlampe eingehen. Wir prutten Lein-. Rizinus-, Rib : Erdnup una 


L 4. Niethammer, Zeitschr. ft. Unters. d. Nahrungs- u. Genubimittel 
1929, im Druck. 


Biochemische Zeitschrift Band 209. an 
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Sonnenblumendl unter der Analysenlampe. Sie alle geben eine 
Lumineszenz. Der Grad derselben ist verschieden, die Unterschieds 
aber yermy. so das man sich stets durch Vergleichsprobe ” unterst 
mubB. Wie bereits van Raalte zeigte!, haben raffinierte Ole eine schwa 
oder auch oft gar keine Lumineszenz. 

Ein wesentliches Ergebnis konnten wir festhalten, namlich, dab 
alte Ole ihre Lumineszenz immer mehr einbiiBen. Auf diese Weise ko: 
alte Olproben bis zu einem gewissen Grade von neuen geschieden wet 
Diesem Ergebnis haftet aber immer eine gewisse Unsicherheit an. 
raffinierte Ole desgleichen ihre Lumineszenz einbiiBen. 

Zusammentassend kann man sagen, dai die vorhin beschrieb 
Erstarrungsformen in den Fallen, wo sie anwendbar sind, sicher prakt is 
sind als die Verwendung der Analysenlampe. Die Erstarrungsformen 
nun aber leider bei vielen fetten Olen, die einen sehr tiefen Erstarnw 
punkt haben, gar nicht verwendbar. In solechen Fallen wird man da 
zur Analysenlampe greifen. 


+. Die Sublimationsmethode. 
Fiir die Durchtiihrung der Sublimationsversuche fand der vo) 
Klein- Werner in die Mikrochemie eingefiihrte Sublimationsapparat 
Anwendung (I. ¢.). 


Die Erhitzung des Apparats erfolgte im Sandbad. Das zu sublimierenc: 
(rut wurde auf kleine Classchalchen gelegt. die aus demselben  hitz 
bestandigen Glas hergestellt waren wie der Apparat. Nach verschieden: 
Studien wahlten wir bei unseren Priifungen eine Sublimationstemperatiy 
von 250°C.  Sublimiert man bei gewéhnlichem Luftdruck, so verbleibt 
auf dem Glasschalchen ein recht erheblicher Riickstand. Wendet mar 
dagegen unter Mithilfe einer Wasserstrahlpampe nur einen Quecksilberdruck 


von 30e¢m an, so bleibt kein sichtbarer Riickstand mehr. Die von uns 
unter diesen Bedingungen gepriiften Fettsdéuren, wie Laurin-, M yristi 


Stearin-, Palmitin-, Eruka-, Talg- und Capronsdure ergaben aut dem Deck 
glischen, das als Vorlage diente, gut charakterisierte Formen (s. Abb. 12 
Gewohnlich sind die charakteristischen Bestandteile in eine homoge: 
Grundmasse eingebettet. Es ist gut, zu den Versuchen mdéglichst wenig 


Substanz zu verwenden. 


Ye@ Ao) hogoo 


3 


x. or + 





0°°O 
4 5 6 7 
Abb. 11 
1 Laurinsaure. 3 Stearinsaure. 5 Erukasaure. 7 Capronsaure 
2 Myristinsaure. 4 Paimitinsaure. 6 Talgsaure. 


1 Van Raalte, Zeitschr. tf. Unters. d. Nahrungs- u. Gemubmittel 54, 1928 
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Die Methode der Sublimation kénnte vor allem bei der Bestimmung 
1 Fetten aus Samen Bedeutung erlangen. Allerdings ware es gut. das 
t mittels Petrolather aus dem Samen herauszuziehen und erst mit dem 
vewonnenen Rohfett die Sublimation durchzuftihren. Aus den Friichten 
frachis hypogaea extrahierten wir mit Petrolither die Fettsubstanz 
i sublimierten hieraut. Die Fettsubstanz besteht hier zum grébten 


eile aus Arachinsdure. Ein Sublimat von Arachinsdure und ein solches 


der Fettsubstanz von Arachis lieBen auf dem Deckglas dieselbe Form 
kennen. Solche Versuche kann man mit Hilfe von Vergleichsproben mit 
ier Substanz sicher erfolgreich ausdehnen. 

Am SchluB der Ausfiihrungen kann man angeben. dab bei einem 
jualitativen Fettnachweis sicher eine der hier angedeuteten Methoden 
venigstens eine orientierende Auskunft geben wird. Der Vorteil dieser 
Methoden ist. da sie sehr rasch ein Ergebnis herbeifiihren, so dab 
man sie trotz der gewissen Ungenauigkeit, die ihnen anhaftet. in vielen 
Fallen wird benutzen kénnen. Es wird natiirlich nétig seit, sich fiir 
lie vorliegenden Zwecke die richtige Methode herauszusuchen. Bei 


ler Identifizierung werden Standard- und Vergleichsproben von aus- 


whlagqebender Bedeutung sein 











Die Umwandlung: des Acetaldehyds in héheren Pflanzen 


Von 


J. Bodnar und Clara Bernauer. 
(Aus dem kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut in Budapest.) 


(Eingeqanqen am 24. tpril 1927.) 


Theoretischer Teil. 

Der Acetaldehyd, diese sehr reaktionsfahige und bei zahlreiche: 
organischen Synthesen als Ausgangsmaterial verwendete Verbindung 
gewann auf Grund der Untersuchungen der vergangenen zwei Jali 
zehnte auch vom biochemischen Standpunkte aus ein besonderes 
Interesse 

Auf Grund der klassischen Untersuchungen von Veuwberg und 
Reinfurth® ist es bekannt, daB der Acetaldehyd bei der alkoholische: 
Garung ein wichtiges Zwischenprodukt ist: der Alkohol entsteht durch 
eine Reduktion des Acetaldehyds. Mit der Veubergschen ,.Acetaldehyd 
abfangmethode” gelang es auch bei der alkoholischen Garung de1 





héheren Pflanzen (bei der anaeroben Atmung der Erbsensamen), dir 
Entstehung des Acetaldehyds als Zwischenprodukt nachzuweisen* 

Unter den verschiedenen Umwandlungsprozessen der Aldehyde 
ist vom biochemischen Standpunkte aus die Cannizzaro-Reaktion (von 
zwei Molekiilen Aldehyd wird das eine zum entsprechenden Alkoho! 
reduziert und das andere zur entsprechenden Saure oxydiert) von be 
sonderer Bedeutung 

Aus Parnas’ * Untersuchungen geht hervor, daB die Leber ein derartiges 
lésliches Enzym enthalt, das die Umwandlung verschiedener Aldehya: 
im Sinne der Cannizzaro-Reaktion stark katalysiert; dieses Enzym_ be 
zeichnete Parnas als Aldehydmutase. Unter den von Parnas untersuchter 


' Die in dieser Mitteilung publizierten Untersuchungen wurden noc! 
im Jahre 1923 24 durchgefiihrt. 

2 C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. S9# 365, 1918; 106 
281, 1920. 

3 -C. Neuberg und A. Gottschalk, ebendaselbst 151, 167, 1924; 160, 256 
1925; J. Bodnar, Ch. Szepessy und J. Ferenczy, ebendaselbst 165, 16, 1925; 
G. Klein und K. Pirschle, ebendaselbst 168, 340, 1926; 169, 482, 1926. 

4 J. Parnas, ebendaselbst 28, 274, 1910. 
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\dehyden kommt der Acetaldehyd nicht vor; tiber die Umwandlung des 
\ taldehyds nach der Cannizzaro-Reaktion durch verschiedene tierische 
Organe teilten Battelli und Stern! emige Daten mit. die aber keine ge- 

vende Beweiskraft besitzen kénnen, da im Verhaltnis zur Menge des 
uwewendeten Acetaldehyds nur sehr geringe Mengen von Essigséiure und 
\:hvlalkohol entstanden. 

Auf Grund der Untersuchungen von Neuberg und seinen Mitarbeitern 2, 

vie auch von Kostytschew* konnen die Hefezellen den Acetaldehyd nach 
| Cannizzaro-Reaktion sehr energisch umwandeln. Als Neuberg und 
seme Mitarbeiter die Wirkung schwach alkalischer Substanzen auf die 
alkoholische Garung studierten, nahmen sie jene interessante Erscheimung 
war, daB der als Zwischenprodukt entstehende Acetaldehyd nicht einfach 
yum Alkohol reduziert, sondern dismutiert wird, bzw. dab sich der Acet 
aldehyd im Sinne der Cannizzaro-Reaktion umwandelt; es entsteht aus 
zwei Molekiilen Acetaldehyd aus dem einen Athylalkohol und aus dem 
anderen Essigsiéure. Die zu diesem Zwecke angewendeten alkalischen 
Substanzen (NaHCO,, Alkaliphosphate, MgO, K,CO, usw.) Wirken det 
artig, daB sie die Wirkung des in den Hetezellen vorhandenen Enzymes, det 
{ideh ydmutase, beschleunigen. Die Dismutation des Acetaldehyds geschieht 
bei der gewéhnlichen alkoholischen Garung nur in beschranktem Mabe 
Essigsdure entsteht nur in Spuren), denn die nicht alkalisch reagierende, 
yvarende Zuckerlésung iibt keine beschleunigende Wirkung aut die Aldehyd 
mutase aus. Die in Gegenwart von alkalischen Substanzen verlaufende 
alkoholische Garung, d.h. die von Neuberg als .dritte Vergéirungsform*! 
hezeichnete Zersetzung des Zuckers, kann durch folgende Gleichung aus- 
gedriickt werden: 

2 C,H,.0, H,O CH,. COOH C,H,OH 2CO, 2 C,;H,Q,. 


In letzter Zeit studierten +. Euler und seine Mitarbeiter® eimgehend 
die durch Trockenhefe sich vollziehende Umwandlung des Acetaldehyds. 
Bei ihren Untersuchungen folgerten sie auf die acetaldehyvdumwandelnde 
Fahigkeit der Trockenhefe durch die Bestimmung des nicht umygewandelten 
zuriickgebliebenen) Acetaldehyds. Die Untersuchungen v. Eulers und 
seiner Mitarbeiter fiihrten zu jenem interessanten und wichtigen Resultat, 
daB zur Umwandlung des Acetaldehwds die Gegenwart eines Coenzyms 
notwendig ist, das aus der Trockenhefe ausgewaschen werden kann, so dal 
die ausgewaschene Trockenhetfe sich dem Acetaldehyd gegeniiber als un- 
wirksam erwies. Das nahere Studium dieses als Comutase bezeichneten 


' FE. Battelli und L. Stern, Bull. de Soc. de Biol. 68, 742, 1910; diese 
Zeitschr. 29, 130, 1910. 

2 ©. Neuberg und J. Kerb, Zeitschr. tf. Garungsphysiol. 1, 114, 1912: 
diese Zeitschr. 58, 158, 1914; C. Neuberg und EF. Farber, ebendaselbst 7S, 
238, 1916; C. Neuberg und J. Hirsch, ebendaselbs t96, 175, 1919; 100, 304, 
1919; C. Neuberg und W. Ursum, ebendaselbst 110, 193, 1920. 

3S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 367, 1914; 92, 402, 1914. 

4 Die ..erste Vergérungsform™., die einfache alkoholische Géarung: 
C, H,.0, 2CQ, 2C,H,OH; die ..zweite  Vergirungsform™, die 
Fixierung des Acetaldehyds: C,H,,O, CH,COH CHO... 

5 K. Josephson und H. +. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 49, 
1924; K. Myrbdck und W. Jacobi, ebendaselbst 161, 245, 1926; H. vr. Euler 
und K. Myrbdck, ebendaselbst 165, 28, 1927. 
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Aktivators fiihrte sodann zu jener besonders bedeutenden Festst« 
dali die Comutase mit der Cozvmase identisch ist. 


In bezug darauf, auf welche Weise die Umwandlung der Alde} 
in den héheren Pflanzen vor sich gehe. finden wir in der Literatw 
Folgende 


Nach den Beobachtungen von Abelous'! entsteht aus dem zum Kart: 


saft und nach Cramician und Ravenna’ zum Spinatbrei hinzugegeh« 


Salicvlaldehyvd Salieyvlsaure. 

Kiirzlich berichtete Sfoklasa? tiber jenen wichtigen Befund, d 
die Kartoffel, die Zuckerriibe und die Erbsensamen eine Aldehydmutas~ 
enthalten, die den Propionaldehyd, lsovaleraldehyd und Butylalde! 
im Sinne der Cannizzaro-Reaktion zu den entsprechenden Alkohol 
und Sauren umzuwandeln fahig sind: das Enzym ist thermolabil un 
verliert bei 65° seine Wirkung. Unter den von Stoklasa_ gepriifte: 
aliphatischen Aldehyden kommt der Acetaldehyd nicht vor. Uber das 
Verhalten der héheren Pflanzen gegeniiber dem Acetaldehyd_ teilt: 
zuerst Zaleski und Marr, sodann Zaleski* Daten mit 


So haben wir beobachtet. dab abgetotete Erbsensamen aut Koste 
von Brenztraubensiure Athylalkohol bilden, wahrend Lupinensamen 
einer solchen Umwandlung nicht fahig sind. Diese Erscheimung steht 
Zusammenhang mit den reduzierenden Ejigenschaften dieser Objekt: 
Weiter haben wir gefunden, dali die Erbsensamen nur 40 bis 50°, \ 
Acetaldehyvd in Athyvlalkohol tiberfitihren. Ob die Umwandlung von Acet 
aldehyd nach der Cannizzaro Reaktion Vor sich veht oder ob die abget Oteter 
Erbsensamen an reduzierenden Stoffen oder an Reduktasen nicht re 





genug sind, soll durch weitere Untersuchungen gezeigt werden.” 

Der bei der Zersetzung der Brenztraubensaure durch die Carboxvla- 
in den Pflanzen auftretende Acetaldehvd wird je nach den Bedingunges 
zu Alkohol reduziert oder weiter oxydiert. In der Tat haben wir nac} 
gewiesen, dali der zum Prebsaft (l0Qcem) der etiolierten Keimptlanz 
Zugesetzte Acetaldehva (125mg) schnell verschwindet.” 


In Verbindung mit dem Studium der Atmung der Samenmehk 
untersuchten zuerst Bodnar und Hojfner® das Verhalten der Mehk 
dem hinzugegebenen Acetaldehyd gegentiber Sie fanden, dab der 
zum Erbsen , Lupinen- und Weizenmehl hinzugegebene Acetaldehyd 
umgewandelt (verbraucht) wird, und zwar erwies sich das Erbsenmeh 
als das wirksamste. es blieben von zu 5g Erbsenmehl hinzugegebene? 
25mg Acetaldehyd nach 20 Stunden nur 7.3 mg zuriick, es wurde: 


-»* 


also 17,.3.mg Acetaldehyd (69°, der zugesetzten Menge) verbraucht 


| FB. Czapek, Biochem. d. Pflanzen, 2. Aufl... 3, 152, 153, 1921. 
> J. Stoklasa, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 44. 248. 1926. 
3 W. Zaleski und BE. Marr, diese Zeitschr. 48, 175, 1912. 
' W. Zaleski, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 31, 349, 1913. 
> J. Bodnar und P. Hotiner, diese Zeitschr. 165, 145, 1925. 
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In bezug darauf, auf welche Weise der verbrauchte Acetaldehyd 
vewandelt wurde. haben die Verfasser keine Untersuchungen durch 
ihrt 
Vor kurzem gelangten Zaleski und NSchatalowa-Zaleskaja! bei det 

Untersuchung jener Reaktion, die sich zwischen dem Acetaldehyd und 

le Erbsenmehl vollzieht. zu sehr interessanten Resultaten 


Zuerst stellten sie fest, dali das nach dem Vertahren von Body or und 
Hottner* dialvsierte (nicht atmende) Erbsenmehl kemen Acetaldehyvad 
waucht, aber durch Zusatz von Trockenhefeextrakt seine acetaldehva 
wandelnde Fahigkeit zurtickgewinnt Nach diesen Autoren ist) zur 
\cetaldehyvdumwandlung (zur Wirkung der Aldehyvdrase bzw. Aldehyd 
tase) durch das Erbsenmehl eine im Trockenhefeextrakt vorhandene 
Substanz notwendig. welche die Verfasser als das Coferment der Aldehvdrase 
Erbsenmehls bezeichnen, und die sie mit dem Coferment det Zyvmase, 
mit der Cozymase, fiir identisch halten Das Mehl der emtagigen 
Erbsenkeimlinge verbrauchte mehr Acetaldehyvd als das der ruhenden 
Namen, welcher Unterschied sich dureh die Wirkung des Trockenhefe 
xtrakts ausgleicht. woher daraut geschlossen werden kann, dali das Mehl 
ler gekeimten Erbsen reicher an Coferment ist. d.h. dal sich die Menge 
les Coferments wahrend der Keimung in den Erbsensamen erhoht. Dies 
st aber nur im Antang so. denn in dem Mehle der drei- und tiimttagigen 
Erbsenkeimlinge nimmt der Umwandlungsgrad des Acetaldehyds bereits 
ib, welche Verminderung aber durch Trockenheteextrakt ebenfalls aus 
veglichen werden kann. Das Mehl der unreifen Erbsensamen verbraucht 
auch in dialvsiertem Zustande Acetaldehyd; dieser Umstand scheint daraut 
nzuweisen, dal das Coferment in den unreifen Samen starker als in reifen 
Samen gebunden ist und es daher durch Dialvse nicht entfernt werden 
kann. Der schlecht keimende Erbsensamen enthalt mur eine schwach 
wirkende Aldehydrase. Auf jene Frage, was mit dem zum Erbsenmeh| 
hinzugegebenen und verbrauchten Acetaldehyvd geschieht. ob er emfach 
cum Alkohol reduziert wird oder sich im Sinne der Cannizzaro-Reaktion 
unwandelt. geben die Untersuchungen von Zaleski und Schatalowa-Zales 
va keme Autklarung. 

Unlangst wies im Institut +. Eulers Kertész® nach, dali in der Crerste 
wihrend der Keimung die Menge des den Acetaldehyd disnmiutierenden 
Enzvms (Aldehyvdmutase) sich erhéht. Da die Feststellung der Wirkung 
much hier durch die Bestimmung des nicht verbrauchten Acetaldehyds 
geschah, ist es fraglich,. ob der Acetaldehyd in der Tat sich im Sinne let 
Cannizzaro-Reaktion umwandelte. 

Die Umwandlung des Acctaldehyds kann nur in dem Falle als 
eine Dismutation betrachtet werden, wenn es gelingt nachzuweisen 
daB aus dem umgewandelten Acetaldehyd in einer dem molekularen 
Verhiltnis angeniherten Menge Athylalkohol und Essigsiure entstehen 

Auf Grund des Gesagten haben wir unsere Untersuchungen mit 


dem gestellten Ziele begonnen, ob in den mit Acetaldehyd aufbewahrten 


i W. Zale shi und E. NSchatalowa Zale shaja, ebendaselbst “Ol. Poo, 102s, 
* J. Bodnar und P. Hoffner, loc. 
§ Z. J. Kertész, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 144, 192s. 
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pflanzlichen Objekten die Entstehung einer dem verbrauchten 
aldehyd entsprechenden Menge Athylalkohol und Essigsiure 
zuweisen gelingt. 

Die ersten Untersuchungen wurden mit dem ausgeprebten 
der Kartoffelknollen durchgefiihrt Es wurde zu dem Kartoffe|saf; 
eine bekannte Menge Acetaldehyd hinzugegeben und in den von der 
Luft ganz abgeschlossen gehaltenen Proben nach Ablauf einer 
wissen Zeitdauer der Acetaldehyd bestimmt. Aus den Daten der Ty 
belle I ist ersichtlich, daB der Kartoffelsaft sich dem Acetaldeliyd 
gegeniiber als wirkungslos erwies (auch nach Verlauf von Tagen ver 
minderte sich kaum etwas die Menge des hinzugegebenen Acetaldehyvds 
demnach ist der Kartoffelsaft zur Untersuchung der gestellten Frags 
nicht geeignet. Nach den Untersuchungen von Bodnar und Hoffne; 
kann das Erbsenmehl den Acetaldehyd sehr energisch umwandeln 
weshalb es sich als zweckmabig erwies, unsere Untersuchungen mit 
Erbsenmehl durchzufiihren. Die Dismutation des Acetaldehyds be 
einfluBt das alkalisch reagierende Medium sehr giinstig (so bei de 
Untersuchungen von Neuberg und Mitarbeitern mit Hefe), und zu 
diesem Zweck ist die Anwendung des Natriumbicarbonats am 
empfehlenswertesten, da das Natriumbicarbonat auf den Acetaldehyd 
wie das die Versuche von Neuberg und Hirsch? sowie in jiingster Zeit auc! 
die von Josephson und v. Euler® beweisen, ganz wirkungslos ist. Nach 
unseren in Tabelle Il wiedergegebenen Untersuchungen wirkte di 
Gegenwart des Natriumbicarbonats bei dem Erbsenmehl auch aut 
die Umwandlung des Acetaldehyds steigernd. 

Wenn wir die Menge des zum Erbsenmehl hinzugegebenen Acct 
aldehyds und die. Versuchsdauer erhéhten, erhdhte sich die Menge des 
durch das Mehl verbrauchten Acetaldehyds stark, wie das aus den 
Daten der Tabelle ILL hervorgeht. Die Erhéhung der Menge des Natrium 
bicarbonats hatte kaum eine Wirkung. Nach dem zehnten Versuch 
der Tabelle III verbrauchten 5 g Erbsenmehl von den hinzugegebenen 
980 mg Acetaldehyd wahrend 6 Tagen 830 mg, also eine sehr bedeutend: 
Menge. Dieser Umstand ermdglicht es, die bei der im Erbsenmeh! 
verlaufenden Acetaldehydumwandlung entstandenen Produkte il 
erster Reihe ist an Essigsiure und Athylalkohol zu denken leicht 
identifizieren zu kénnen. 

Bei der Priifung auf Essigsiure konnten wir nicht einmal Spuren 
von Essigsiture nachweisen. Der Versuch wurde unter verschiedene! 
Bedingungen wiederholt (die Menge des Natriumbicarbonats und 


1 J. Bodnar wind P. Hoffner, 1. ¢. 
2 ('. Neuberg und J. Hirsch, |. ¢. 
3K. Josephson und H. v. Euler, 1. c. 
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\-etaldehyds, als auch die Temperatur und die Versuchsdauer wurden 
riiert), das Resultat war aber in jedem Falle negativ. Bei solchen 
Versuchen. wo wir nicht Erbsenmehl verwendeten. sondern ganze 
Erbsensamen unter sterilen Bedingungen in Acetaldehydlésung auf- 
bewahrten, konnten wir, wie auch bei den mit Spinat-, Kartoffel- 
nd Zuckerriibenblattern durchgefiihrten Acetaldehydversuchen die 
Bildung von Essigséiure nicht feststellen. Auf Grund dieser Ergebnisse 
kann festgestellt werden, daf der durch Erbsenmehl verbrauchte 
\cetaldehyd sich nicht im Sinne der Cannizzaro-Reaktion umwandelt 
ind auch bei anderen pflanzlichen Objekten aus dem hinzugefiigten 


\cetaldehyd nicht Essigsiure entsteht. 


Unter den sich auf die Umwandlung des Acetaldehyds beziehenden 
Voraussetzungen schien jene am naheliegendsten, daB das Erbsenmeh| 
den hinzugegebenen Acetaldehyd ganz einfach zum = Athylalkohol 
reduziert. Der qualitative Nachweis des Athylalkohols in dem mit 
\cetaldehyd aufbewahrten Erbsenmehl beweist noch nicht, daB der 
\thylalkohol aus Acetaldehyd entstand, denn es entsteht in dem mit 
Wasser aufbewahrten Erbsenmehl auch eine bedeutende Menge Athyl- 
alkohol; es kann demnach die Frage nur mit Hilfe vergleichender 
quantitativer Alkoholbestimmungen entschieden werden. Die Resultate 
der in dieser Richtung ausgefiihrten Alkoholbestimmungen sind in 
der Tabelle IV zusammengefaBbt, aus denen ersichtlich ist, dab in den 
mit Acetaldehyd aufbewahrten Erbsenmehlen in jedem Falle bedeutend 
weniger Alkohol entstand (in 5g Erbsenmehl 4,7 bis 6,4 mg Alkohol) 
als in den ohne Acetaldehyd nur mit Wasser aufbewahrten Mehlen 
(in 5 g Erbsenmehl 18,2 bis 21,6 mg Alkohol). Es entsteht also aus dem 
zum Erbsenmehl hinzugegebenen Acetaldehyd kein Athylalkohol; der 
Acetaldehyd setzt sogar die Alkoholausscheidung auch des Erbsen- 
mehles stark herab. 


Zaleski und Marx’ fanden, dab durch die Wirkung des Erbsen- 
mehles aus Brenztraubensiure Athylalkohol entsteht, somit ist also 
das Erbsenmeh] fahig, den aus der Zersetzung der Brenztraubensaure 
(Carboxylasewirkung) entstandenen Acetaldehyd (gegeniiber dem zum 
Erbsenmehl hinzugegebenem fertigen Acetaldehyd) zu Athylalkohol zu 
reduzieren. Unsere in dieser Richtung durchgefiihrten Untersuchungen 

deren Ergebnisse wir in der Tabelle V darstellen bekraftigen in 
allem die Beobachtung Zaleskis; es entstanden in den mit Wasser 
angesetzten 5g Erbsenmehl im Mittel 16,3 mg, dagegen in den mit 
Natriumpyruvinat aufbewahrten 5g Mehl im Mittel 26,6 mg Athyl- 
alkohol. 


1 W. Zaleski und EF. Marz, |. c. 
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Aus diesen Resultaten labt sich daher folgern, daB das Erb 
mehl den Acetaldehyd zu Alkohol zu reduzieren fahig ist; dies er/ 
aber nur unter der Bedingung, dap im status nascens befindlic! 
Acetaldehyd auf das Erbsenmehl einwirkt. Unsere Untersuchung 
die sich darauf beziehen, ob der aus Brenztraubensiure entstande: 
im status nascens befindliche Acetaldehyd einfach oder im Sinne cde: 
Cannizzaro-Reaktion zu Alkohol reduziert wird. sind derzeit im Gang: 
Es ist zu bemerken, dab auf Grund der Untersuchungen von Zales/ 
und Marz, iiber die sie nur kurz folgendes berichten: ,,Weiter habe: 
wir gefunden, daB die Erbsensamen nur 40 bis 50°,, von Acetaldehya* 
in Athylalkohol iiberfiihren’’, es fiir wahrscheinlich gehalten werde: 
muB, dab der aus der Brenztraubensiure sich abspaltende Acetaldehy« 
sich im Sinne der Cannizzaro-Reaktion umwandelt. 


Den Mechanismus der Umwandlung des zum Erbsenmehl hinzu 
gegebenen Acetaldehyds weiter erforschend, kamen wir zu dem Resultat 
daB der Acetaldehyd sich im Erbsenmehl nach der Aldolkondensation 
umwandelt. Durch die Aldolkondensation zweier Molekiile Acet 
aldehyds auf Grund der Gleichung: 


CH,.COH | CH,.COH— CH,.CHOH .CH,.COH 


entsteht Acetaldol, die Aldolkondensation mehrerer Molekiile Acet 
aldehyd ergibt das Aldehydharz. Bei der Destillation des Acetaldols 
verliert dieses ein Molekiil Wasser und wandelt sich in Crotonaldehyd 
um. Wenn also demnach aus dem zum Erbsenmehl hinzugegebenen Acet 
aldehyd Acetaldol entsteht, so muB in dem Wasserdampfdestillat des 
Erbsenmehles neben dem unverindert zuriickgebliebenen Acetaldehyd 
auch Crotonaldehyd vorhanden sein; ob das Destillat  tatsiachlich 
Aldehyd enthalt, davon tiberzeugten wir uns durch p-Nitropheny!- 
hydrazin®. Eine Reaktion, die zum Nachweis des Crotonaldehyds 
neben Acetaldehyd dienen kann, ist unseres Wissens nicht bekannt 
Wir kénnen aber tiber das Vorhandensein des Crotonaldehyds im De 
stillat eine gewisse Aufklirung bekommen, wenn wir den Schmelz- 
punkt des Hydrazonniederschlages, der aus dem Destillat mit p-Nitro- 
phenylhydrazin gewonnen werden kann, bestimmen. Wenn wir die 
Mischung von Erbsenmehl - Acetaldehyd — Natriumbicarbonat gleich 
nach dem Vermengen abdestillierten, fanden wir den Schmelzpunkt 
des aus dem Destillat gewonnenen Hydrazons bei 125°, der mit dem in 
der Literatur angegebenen Schmelzpunkt des p-Nitrophenylhydrazons 


! W. Zaleski und E. Marz, 1. c¢. 

* Der aus Brenztraubensiéiure abgespaltene Acetaldehyd. 

> Im Destillat schied sich bei Zusatz einer filtrierten Lésung von 
p-Nitrophenylhydrazin in 50°,iger Essigsiiure ein gelber Niederschlag aus 
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s Acetaldehyds iibereinstimmt; dieser Versuch dient zu dem Beweis 
daB aus dem Erbsenmehl selbst kein derartiger Stoff mit iiberdestilliert 
der den Schmelzpunkt des Hydrazons beeinflussen kann. Wenn wir 
das Gemisch von Acetaldehyd — Erbsenmeh! — Natriumbicarbonat im 
Thermostaten (37°) 48 Stunden hindurch stehen lieBen und nachher 
abdestillierten, gewannen wir aus dem Destillat ein bei 106° schmel- 
zendes Hydrazon, das sich von dem Hydrazon des Acetaldehyds auch 
hinsichtlich der Farbung (es war rotgelb) unterschied. Aus diesem 
Hydrazon erhielten wir nach mehrmaligem Umkristallisieren ein Produkt, 
das sowohl in bezug auf Farbung (es war goldgelb) als auch im Schmelz- 
punkt (124°) mit dem Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon itiberein- 
stimmte. Diese Resultate lassen darauf schlieben, dal} das Destillat 
des mit Acetaldehyd erhaltenen Erbsenmehles neben dem unverandert 
zuriickgebliebenen Acetaldehyd noch einen anderen Aldehyd, héchst- 
wahrscheinlich das Aldolkondensationsprodukt des Acetaldehyds, Acet- 
aldol baw. Crotonaldebyd, enthalt. Fiir die Aldolkondensation des 
Acetaldehyds spricht auch der Umstand, daB das mit Acetaldehyd 
aufbewahrte Erbsenmehl sich stark britunt, was auf die Entstehung 
eines héheren Aldolkondensationsproduktes hinweist. Auf Grund dieser 
Tatsache kann jene Bestimmungsweise, nach welcher der nicht ver- 
brauchte Acetaldehyd im Destillat des Erbsenmehles mit der Ripper- 
schen jodometrischen Methode bestimmt wird, iiber das MaB der acet- 
aldehydumwandelnden Fahigkeit des Erbsenmehles keine genaue Auf- 
klirung geben, da im Destillat neben dem Acetaldehyd auch ein anderer 
Aldehyd vorhanden ist. Bei dem neunten Versuch in der Tabelle III 
war auf Grund quantitativer Bestimmungen im Destillat kein Aldehyd 
nachzuweisen (man konnte mit qualitativen Reaktionen die Gegenwart 
des Acetaldehyds auch nicht feststellen). Dies ist so zu erkliren, dal 
bei dem langere Zeit andauernden Versuche die Menge des zum Erbsen- 
mehl hinzugegebenen gesamten Acetaldehyds sich umwandelte und 
das entstandene Acetaldol auch zu einem héheren, nicht® fliichtigen 
Aldolkondensationsprodukt umgewandelt wurde. 

Nach unseren Beobachtungen ist die auf die Wirkung des Erbsen- 
mehles zuriickzufiihrende Aldolkondensation des Acetaldehyds keine 
enzymatische Reaktion', denn das einer hheren Temperatur ausgesetzte 
(mit Wasser vermischte und auf dem Wasserbade eingetrocknete) 
Erbsenmehl verbraucht auch Acetaldehyd. Die Aldolkondensation 
des Acetaldehyds durch die Wirkung von Alkalien untersuchte jiingst 
Hammarsten® eingehend. Er fand, daB8 das dunkelbraune Aldehydharz 
sich in Chloroform lést ; nach unseren Untersuchungen léste Chloroform 


1 Z.J. Kertész, |. c. 
2 H. Hammarsten, Ann. d. Chem. 420, 262, 1920. 
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aus dem mit Acetaldehyd erhaltenen und stark gebraunten Erb 
mehl kein Aldehydharz heraus. 

Auf Grund der erwihnten neueren Untersuchungen von Zal; 
wire es allenfalls sehr interessant, Untersuchungen in solcher Richty 
durchzufiihren, welche Produkte bei der Acetaldehydumwandlu 
im Erbsenmehl nach Zugabe von Trockenhefeextrakt, sowie in di 
Mehl der gekeimten Samen entstanden. 


Experimenteller Teil. 
1. Versuche mit Kartoffelsajt. 


Es wurden zur Bereitung des Saftes Kartoffelknollen gemahlen wu 
der gewonnene Brei in einem Leinentuch durch die Hand ausgeprebt. Di: 
Wirkung des Kartoffelsaftes auf dem Acetaldehyd wurde in der auf folgend 
Weise angesetzten Versuchsreihe untersucht. Es wurden je 40 ccm frische 
Kartoffelsafts in 50cem tassende, gut schlieBende Glasstépselflaschen ei 
gewogen, je 50mg Acetaldehyd, 0,5 ccm Toluol + Chloroform (3: | 
sodann so viel ausgekochtes Wasser in die Flaschen gegossen, dab nac! 
VerschluB keine Luftblaschen zuriickblieben. Es wurde parallel auch mit 
reinem Kartoffelsaft (ohne Acetaldehyd) eine ahnliche Versuchsreihe an 
gesetzt. Die auf diese Weise gefiillten Flaschen wurden in Wasser vor 
37° eingetaucht. Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde der Inhalt de: 
herausgenommenen Flaschen in einen 500-cem-Rundkolben hineingegossen 
der Acetaldehyd nach Vorschrift von Neuberg und Reinfurth! mit Wasser 
dampf abdestilliert und im Destillat mit der bekannten Ripper- und 
Fiirthschen jodometrischen Methode bestimmt. Die Resultate enthalt 
die Tabelle I. 
Tabelle I. 





Kartoffelsaft Kartoffelsaft 


Versuchsdauver mit Acetaldehyd ohne Acetaldehyd 








Nr. in 
Tagen Acetaldehyd 
mg 

I 0 51.6 514 0,0 
2 | 51.4 51,0 0,2 
3 2 50,2 - 0.4 
4 3 50,1 49.3 0.4 
5 4 48.8 49.0 0.8 
6 6 47.0 46,0 0,6 


2. Versuche mit Erbsenmehl, Erbsensamen und -Bldttern. 


Die als Versuchsobjekte benutzten gut keirmenden Erbsensamen 
(Viktoriasorte) wurden | bis 2 Stunden lang im Wasser eingeweicht, geschalt. 
bei 30 bis 40° getrocknet, in der Samenmiihle gemahlen, das Mehlprodukt 
durch ein '/;-mm-Metallsieb durchgesiebt und das mehlfeine Produkt zu 
den Versuchen benutzt. Die acetaldehydumwandelnde Fiahigkeit des 
Erbsenmehls wurde auf folgende Weise untersucht: Es wurden in 200-cem- 
Flaschen je 5g Erbsenmehl eingewogen, eine gewisse Menge 2 °,iger Na HC O,- 


' C. Neuberg und E. Reinfurth, 1. ¢. 
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osung, eine bekannte Menge Acetaldehyd (in eine solche Menge Wasser, 


las Gesamt volumen der Zusaétze 7 com ausmachte) und endlich je Leem 
ol hinzugegeben und das Ganze mit einem Glasstabchen gleichmabig 
hvemischt. Nachher wurden die Flaschen durch mit Metallklammern 
hene Gummistopfen verschlossen, die Luft wurde herausgesaugt und 
verschlossenen Flaschen in den Thermostaten (37°) 
Ablauf der Versuchsdauer wurde der Inhalt der Flaschen mit Wasse1 


hineingestellt. 











Na 
ischt, in einen Rundkolben von 500 cem = hiniibergespiilt, 5 cem 
0° iger Bariumchloridlésung hinzugegeben und die Destillation bzw. die 
mmung des Acetaldehyds auf die beim Kartoffelsaft erwahnte Weise 
hvefiihrt. Die in der Tabelle LL mitgeteilten Daten beziehen sich aut 
die Acetaldehydumwandlung steigernde Wirkung des Natrium 
rbonats. 
Tabelle 11. 
2°!» ige —_—s Hinzu- Zurucks Ver. 
‘ NaHCO, , ersucns+ segebener gebliebener brauchter 
Nr. Versuchsobjekt line | att, H.COH CH,COH: CH,COH 
com com — mg mg mg 
5g Erbsenmehl 7 20 22.5 7,2 15,3 
2? Seg ™ l 6 20 24.4 2.5 21,9 
} 6bg 3 7 24 25.0 6.2 18,8 
4 5g . 1 6 24 25,0 15 23.5 
Die Daten der Tabelle 11] geben dariiber Rechenschaft, auf welche 
Weise die Anderung des zum Erbsenmehl hinzugegebenen Acetaldehyds 
md Natriumbicarbonats und der Versuchsdauer die Menge des durch 
das Erbsenmehl verbrauchten Acetaldehyds beeinflussen. 
Tabelle III. 
2°/oige FWhessadin Hinzu- Zuriick Vers 
’ NaHCOss) was rsuch$* segebener jebliebener brauchter 
Nr Versuchsobjekt Lieane Wasser +> CH,COH CH,COH CH,COH 
ecm com = mg mg mg 
5g Erbsenmehl 0,5 65 24 265 142 125 
2 Be 1 6 24 265 132 133 
8 be i 1 6 48 265 121 144 
4 5¢ 2 2 5 24 265 125 140) 
5 5e¢ mn 2 5 24 265 128 143 
6 Sg - 2 5 48 265 115 150 
7) 5¢ = 2 5 48 265 119 154 
8 5¢ 5 2 24 265 109 156 
9! 5g 2 5 6 x 24 192 0 192 
19 5e¢ 2 5 6 x 24 9s 150 830 


a) Nachweis der Essigsdure. 
Erbsenmeh|l 
Natriumbicarbonat lésung 


ein Versuch 
S ccm 


mit 


90 . 
- oifel 


20 g 


auf 


Es wurde zum Nachweis det 
5g Acetaldehyd 


die 


20 com 


Essigsaure 
Wasser 
bekanntgegebene 


Weise angestellt und 6 Tage lang im Thermostaten (37°) stehengelassen ; 
wihrend dieser Zeit wurden rund 4 g Acetaldehyd verbraucht. Der Erbsen 


mehlbrei wurde mit 
Messerspit zen 


etwa 


» 


Kochsalz, 1 bis 2 cen 


1 


250 cem Wasser gut 
verdiinnter 


vermischt, 


7ZWwel 
Schwetelsaure 


bis drei 


hinzu 


vegeben und nach einigen Minuten dauernden Stehens durch ein Falten- 
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filter filtriert. Das Filtrat wurde mit Schwefelséure stark angesiu: 
mit Wasserdampf abdestilliert. Zum Destillat das auf Lackmu 
reagierte wurden | bis 2¢ Calciumearbonat hinzugegeben, xg 
filtriert und das Filtrat auf einige Kubikzentimeter eingeengt, mit w: 
sodann die folgenden Reaktionen! durchgefiihrt wurden: 





Nr. Reagens Resultat der Reaktion 

l Ferrichlorid Ks entstand keine rote Farbuny 

2 Silbernitrat Kein Niederschlag 

3 Mercuronitrat - ‘ 

4 Konzentrierte Schwefelsiure Essigsauregeruch war nicht wahrneh: N 


Dieser Versuch wurde mit weniger Acetaldehyd (1 g Acetaldehyd 
20 ¢ Erbsenmehl), wechselnder Menge Natriumbicarbonat (1- und 4°. jg 
Lésungen) und bei Zimmertemperatur wiederholt, ohne dal’ wir die En: 
stehung von Essigséure nachweisen konnten. 

Zur Kontrolle des zum Nachweis der Essigsiture im  Erbsenn 
dienenden obigen Verfahrens wurden die folgenden Untersuchungen dure} 
vefiihrt : 

1. Es wurde leem n Essigsiure (= 60mg Essigséure) mit Wasse 
und CaCQO, vermischt, gekocht, filtriert und das Filtrat eingeengt; «i: 
Filtrat gab die Reaktionen der Essigsaure. 


2. Es wurde eine Mischung von 20g Erbsenmehl 5g Acetaldelhy 
2cem n Essigséure ( 120 mg Essigsiure) + 10 cem 2°,iger NaHCO 
Lésung Toluol auf die bekanntgegebene Weise aufgearbeitet; da 


Destillat gab die Reaktionen der Essigséure. 

3. Er wurde dem Versuch 1. ahnlich angestellt, mit dem Unterschied 
dali das Gemisch waihrend 6 Tagen im 37°-Thermostaten stand; das Dest illat 
gab die Reaktionen der Essigséure. 

Es wurden 50g geschalter Erbsensamen in l100cem 1°,iger Acet 
aldehydlésung (5cem Toluol) von der Luft abgeschlossen, 24 Stunde: 
lang bei Zimmertemperatur stehengelassen, in der von den Erbsensame: 
abgegossenen Lésung konnte Essigséiure nicht nachgewiesen werden. 

Es wurden je 100g frischer Spinat-, Kartoffel- und Zuckerriibenblatte: 
gemahlen, zu den gewonnenen Blattbreien je L00ccem 1° ,iger Acetaldehyd 
losung, je 5ceem 5°oiger Natriumbicarbonatlésung, je 5cem Toluol hinzu 
gegeben, 48 Stunden lang von der Luft abgeschlossen bei Zimmertemperat ur 
aufbewahrt: in den auf die beim Erbsenmehl bekanntgegebene Weis: 
gewonnenen Destillaten konnte die Gegenwart der Essigséure auch nicht 
nachgewiesen werden. 

b) Alkoholbestimmung. Die zur Alkoholbestimmung dienenden Ver 
suche wurden mit je 5g Erbsenmehl auf die schon beschriebene Weis 
angestellt. Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde der Inhalt der Flascher 
in einem 100-cem-MeBzylinder mit Wasser hintibergespult, eine Messerspit z« 
Kochsalz, einige Tropfen Essigsiure hinzugefiigt, auf 100 cem = ergaénzt 
und durch Faltenfilter in einen trockenen Kolben filtriert. Es wurde 
von dem Filtrat 80 cem (= 4g Erbsenmehl) entnommen, mit Barytwasse! 
alkalisch gemacht, wenig Tannin zugesetzt und destilliert. Zur Entfernuneg 








1 L. Rosenthaler, Der Nachweis organischer Verbindungen, S. 28! 
Stuttgart 1914. 
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- Acetaldehyds wurden zum Destillat 2g m-Phenylhydrazin-chlorhydrat 
i) cem Wasser hinzugegeben, nach 30 Minuten langem Stehen | Stunde 
w in einem mit RiickfluBkiihler versehenen Kolben gekocht, dann 
stilliert und der Alkohol im Destillat auf die in der Mitteilung von Bodnar 
| Hoffner® austiihrlich beschriebene Weise bestimamt. Die gewonnenen 
»sultate sind in der Tabelle LV zusammengefabt. 


Tabelle 1V. 





NaHCO Versuchs Tempe: on we —_ 

we | Vessushostjene | NBHEOe*| wansee| Vac | Tat” | autres, | eater 

in Std. ‘ , . 

com ccm ( ng mg 
| Oe Erbsenmehl l 6 24 20 18,2 
9 Se 2 5 24 2 21.6 
ig F 24 20 44 49 
4 5¢ 1 6 45 37 44 a 
) Be 4 1 6 24 20 109 4.9 
' Dg 2 5 24 20 109 D6 
7 5g 2 5 24 20 221 6.4 
Ss O5¢ 2 5 24 37 2?1 5.6 
i Sg 2 5 24 20 245 DD 
ig 2 5 48 20 248 4.7 


r 


In der Tabelle V sind die Daten derjenigen Versuche mitgeteilt, nach 
lenen das Erbsenmehl den aus Natriumpyruvinat abgespaltenen Acet 
idehyd zu Alkohol zu reduzieren faihig ist. Die Anstellung dieser Versuche 
veschah mit je 5g Erbsenmehl und die Bestimmung des Alkohols auf die 
vhon bekanntgegebene Weise. 


Tabelle V. 





0,0") ige Vv h Ent 
j . ersuchs- ‘ 
r Wasser Natriumpyru- : Temperatur Standener 
Nr Versuchsobjekt vinatlésung zeit npe Alkohol 
in Std F 

com com o¢ meg 
l 5g Erbsenmehl 7 24 20 17.6 
2 5¢ 7 24 20 - 149 
3 | Be 7 24 20 25.5 
4 5g ® 7 24 20 29 3 
5 jeg = -— 7 24 20 24.1 


Zusammenfassung. 


Der Zweck unserer Untersuchungen war die Feststellung. ob die 
héheren Pflanzen ein Enzym enthalten, das den Acetaldehyd im Sinne 
der Cannizzaro-Reaktion umwandeln kénnte. Zum Studium dieser 
Frage erwies sich das Erbsenmeh] als das geeignetste, da es den hinzu- 
gefiigten Acetaldehyd sehr energisch umzuwandeln fahig ist. In dem 
mit Acetaldehyd aufbewahrten Erbsenmehl konnten wir die Ent- 


' J. Bodnar und P. Hoffner, 1. c. 
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stehung von KEssigsiure nicht nachweisen, zu iahnlichen neg: 
fesultaten fiihrten auch unsere mit anderen pflanzlichen Obj: 1 
(Erbsensamen, verschiedene Blattbreie) durchgefiihrten Versuch: 
enthalten also die untersuchten Pflanzen kein den Acetaldehy 
Sinne der Cannizzaro-Reaktion umwandelndes Enzym. Aus dem 
Erbsenmehl hinzugegebenen Acetaldehyd entsteht auch kein At 
alkohol; das Erbsenmeh| ist nur fahig, den im status nascens befindli: 
Acetaldehyd (aus der zum Erbsenmehl hinzugegebenen Brenztrau! 
siure abgespalten) zu Alkohol zu reduzieren. Aufgabe weiterer Unter 
suchungen ist, zu entscheiden, ob der Alkohol aus dem von der Bre: 
traubensiure abgespaltenen Acetaldehyd durch einfache Reduktion ode 
im Sinne der Cannizzaro-Reaktion entsteht. Das Erbsenmehl wand 
den hinzugegebenen Acetaldehyd auf Grund der Aldolkondensat iv 
(Acetaldol, Aldehydharz) um, diese Reaktion ist nicht von enzymatische 
Natur, denn sie geht in einem der Wirkung der Hitze ausgesetzte: 


Erbsenmehl auch vor sich 
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Biochemische Untersuchungen iiber die biologische Titigkeit 
der sandigen Waldbiden auf der ungarischen Tiefebene. 


Von 
D. Fehér und R. Bokor. 


{us dem botanischen Institut der kgl. ung. Hochschule fiir Berg- und 
Forstingenieure in Sopron.) 


(Eingegangen am 26, April 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die Aufforstung der unfruchtbaren Sand- und Alkalibéden der 
ungarischen Tiefebene ist heute eines der wichtigsten Probleme der 
ungarischen Forstwirtschaft. Nur durch die Aufforstung wird es méglich 
sein, diese fast vollkommen brachliegenden Gebiete in absehbarer 
Zeit nutzbar zu machen und dadurch einen der empfindlichsten Passiv- 
posten der ungarischen Aubenhandelsbilanz: den Holzimport wenig 
stens teilweise giinstiger zu gestalten und den empfindlichen Holz 
mangel dieser Gebiete zu mildern. Da®B durch die Aufforstung auch die 
Flugsandgefahr behoben und die sonstigen klimatischen Verhaltnisse 
gebessert werden, braucht wohl nicht naher erklart zu werden 

Die diesbeziiglichen allgemein wirtschaftspolitischen Fragen sind 
in der in letzter Zeit erschienenen vorziiglichen Arbeit von Kadn (1) aus- 
filhrlich besprochen worden. Der forstwirtschaftlichen Forschung fallt 
nun die Aufgabe zu, zunachst jene allgemeinen biologischen Beziehungen 
dieses Problems zu erforschen, welche spater als Grundlage der prak- 
tischen Durchfiihrung der Aufforstung dienen kénnen. 

In unserem Institut wurden seit 1925 einige diesbeziigliche Unter- 
suchungen (2) bereits durchgefiihrt, welche sich jedoch vorlaufig nur 
mit dem allgemeinen physiologischen Problem der Aufforstung der 
Alkalibéden befaBt haben. Erst im Jahre 1928 sind wir nun in die Lage 
gekommen, die Erforschung der allgemeinen biologischen Grundlagen 
der oben erwahnten Probleme auf breiter Basis in Angriff nehmen zu 


Biochemische Zeitschrift Band 209 31 
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kénnen. Es ist uns jedoch in der Zwischenzeit bereits gelunge 
Grund jener Untersuchungen, welche Fehér, Bokor und Sommer in dey 
schwedischen und westungarischen Wialdern seit 1926 systemat isc! 
durchgefiihrt haben, jene wichtigsten GesetzmaBigkeiten zu ergriinde: 

welche die allgemeine biologische Grundlage des Waldbodens wenigste. 
in groben Ziigen darzustellen vermégen (2) (3). 

Im Besitz dieser Resultate haben wir zunachst gemaB den wns 
zur Verfiigung stehenden Mitteln die biologische Bodentatigkeit de 
sich zwischen der Donau und der TheifB erstreckenden Wilder. dj 
gréBtenteils auf sandigem Boden (meist Flugsand) angepflanzt worden 
sind, in Angriff gnommen. Unser Ziel war: zuniichst auf Grund mig 
lichst allseitiger Untersuchungen der allgemeinen biologischen Grund 
siitze dieser Frage jene grundlegenden Zusammenhiinge zu erforsche: 
welche fiir die kiinftigen Detailuntersuchungen einen allgemeine: 
Uberblick iiber dieses Problem erméglichen. Wir haben auch getrachtet 
den Zusammenhang zwischen den bereits erreichten Resultaten unsere 
letzten Untersuchungen und den allgemeinen Beziehungen dieses 
Problems festzulegen. 

Die Detailfragen unserer Untersuchungen waren die folgenden 

a) Die Feststellung der Gre der Bodenatmung und des damit eventu: 
in Verbindung stehenden CO,-Gehaltes der Waldluft im Zusammenhan 
mit der biologischen Tdatigkeit des Waldbodens. 

b) Die Erforschung des mit der Kohlenstofferndhrung des Walde 
eng verbundenen Stickstoffkreislaufes dieser Boden und die Wirkung d: ) 
Bakterienflora auf denselben. 

c) Die Untersuchung des Zusammenhanges und des Einflusses 
welche die wichtigsten klimatischen Faktoren auf die Gestaltung der obige 
Probleme ausiiben. 

Der Zweck der kiinftigen Untersuchungen, welche wir im Besit: 
der Resultate der bisherigen Untersuchungen in Angriff zu nehme: 
gedenken, ist in groBen Ziigen der folgende: Die Erforschung der Wachs 
tumsverhdltnisse jener Bawmarten, welche in der ersten Reihe mit Erjoly 
fiir die Aufforstung benutzt werden, und zwar in ihrem Zusammenhany 
mit den wichtigsten biologischen und bioklimatischen Wachstumsfaktoren 
gesondert nach einzelnen geographischen Gebieten der Tiefebene. Aut 
Grund dieser Untersuchungen hoffen wir, mit der Zeit in die Lage 2 
kommen, auf die Abweichungen von den bisher bekannten Standorts 
anforderungen dieser Baumarten hinweisen zu kénnen und eventuc'l! 
in Kenntnis der Standortsanspriiche dieser Arten im voraus dure) 
entsprechende biochemische und biophysikalische Analysen den ver 
schiedenen Standorten entsprechende Arten erwahlen, um dadurcl 
kostspielige MiBerfolge méglichst vermeiden zu kénnen 
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Wir sind iiber die Schwierigkeiten, mit welchen solche durch 
livergierende und schwer zu erfassende dkologische Faktoren bedingte 
Forschungen verkniipft sind, vollkommen im klaren und sind der Mei- 
nung, daB die endgiiltige Lésung noch viel Miihe und Arbeit erfordert. 
Wir betrachten deshalb die unten angefiihrten Beohachtungen und deren 
Resultate als erste Orientierung auf diesem Forschungsgebiet. 


Methodik. 
Auf den genau abgegrenzten und als typisch gefundenen Versuchs- 
flachen wurden folgende Faktoren gemessen: 


1. Der CO,-Gehalt der Waldluft in 0,3 und 9,0 m Hohe zu derselben 
Zeit mit den Apparaten von Lundegardh (4). 


2. Die Bodenatmung mit der Methode von Fehér (5). 


3. Gesamtzahl der aeroben und anaeroben Bakterien bestimmt mit 
Hilfe der Plattenkultur und der anaeroben Methode von Burri (6). 


4. Die einzelnen physiologischen Gruppen wurden durch die von 
Boker ausgearbeitete Methode bestimmt (7). 

5. Gesamt-N-Gehalt des Bodens nach Ajeldahl, modifiziert von 
Gunning-Atterberg (8). 

6. Nitratgehalt des Bodens nach Whiting, Richmond und Schoonower (9). 

7. Humusgehalt durch Verbrennung mit Kaliumbichromat (10). 


8. Die Lichtintensitét im Freien und im Walde zu gleicher Zeit mit 


lem Eder-Hechtschen Graukeilphotometer. Von den zwei Messungen 
wurde die Lichtstarke im Walde in Prozenten des Freilandlichtes in Bunsen- 
Roscoe-Einheiten abgeleitet. An den Abbildungen sind der Einfachheit 


halber die zwei Messungen in Skalenteile des Photometers: angegeben, 
gemessen durch 1 Minute Expositionszeit (11). 

9. Bodentemperatur. 

10. Lufttemperatur. 

11. Barometerdruck. 

12. Windstarke und die ; 

13. Luftfeuchtigkeit wurden mit geeichten Registrierapparaten  ge- 
messen. 

14. Reaktion des Bodens auf elektrometrischem Wege mit dem Apparat 
von Fehér, welcher von Zeit zu Zeit mit dem Apparat von M/islowitzer 
kontrolliert wurde. 


Beschreibung der Versuchsflichen. 


Im nérdlichen Gebiet der Alféld in der Umgebung von Kecskemét : 


‘ 
Kecskemét. Versuchsflache Nr. 1. 

Wirtschaftsklasse A, Schlaggruppe I, Abteilung 2 von Szikra. Wald- 
parzelle 21, GréBe: 76,6 kat. Joch. Sandboden durch Sandkuppen durch- 
schossen. Standortsklasse: Sand LI. Bestand: Robinie, einige Pappeln. 
l2jahrig, Dichte 0,8, py 6,58. Niederwald. Standortspflanzen: Ver- 


81* 
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Untersuchungen iiber d. biologische Tatigkeit d. Waldbéden. 


hem. 


edene Griser, wenig Euphorbia cyparissias, Polygonum floridum und 


a {sparaqus officinalis. 


Die Daten sind in der Tabelle Ll und Abb. | dargestellt. 


+ Kecskemét. Versuchsildche Nr. Jl. 


Wirtschaftsklasse A, Schlaggruppe Nr. 1, Abteilung 1, Waldparzelle 1, 
Flache 49,6 kat. Joch. Boden: Sand. Standortsklasse: Sand I. Bestand: 


Robinie, einige Pappeln. Alter: 23 Jahre. Dichte: 0,9. py 6.4. Nieder- 


vald. Bodenpflanzen: wie bei 1. 
Die Daten der Messungen enthalt Tabelle II und sind in der Abb 


vraphisch dargestellt. 
Im siidlichen Gebjet der 2 


: , 0, -Geholt der i 
as 3m Hohe (mg prod) 
0 CO, Genalt aer Wold). uf? 

inQ3im Hohe (mg } 


Sodenatmung (( Ll, g p70 Gru Sta) 


- *00 Lutemperatur T 
. 20 Boaertemperatur 
A 
4 
l Lichtintensita? im Freien 


Alféld in der Umgebung von Szeged: 











is tee I Lichtintensitat im Walde in 
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Szeged. Versuchsjldche Nr. 1. 
Lazarerdé. Boden: Sand mit 
0,9. Pu 6,2. 


ve 





Kurzes Kennwort der értlichen Lage: 
Flugsandkuppen. Bestand: Robinie. Alter: 17 Jahre. Dichte: 
Bodenpflanzen: Anthriscus trichospermus, einzelne Equisetum ramossisimum., 














Boden gréBtenteils mit 
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Laub bedeckt. Die Wachstumsverhalt: 


der Robinie sind normal. 
Die Untersuchungsergebnisse sind in der Abb. 3 und Tabelle LIT ca: 
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Abb. 3. 
Versuchsflache Szeged I. 











Szeged, Versuchsfldche Nr. 11. 


Lage der Versuchsfliche: Bedéliget. Boden wie bei Szeged I. Bestand: 


Schwarzkiefer. 
humusdecke mit Nadelstreu chne Bodenpflanzen. 


Alter: 43 Jahre. Dichte: 0,9. px 6,35. Diinne Roh 
Wachstumsverhaltnisse 


Die Resultate sind in der Tabelle IV und Abb. 4 enthalten. 
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478 D. Fehér u. R. Bokor: 
1 2 3 4 6 
Zah! der Bakterien* e 
v a] % . 
=] rs Ss ‘ 
Bezeichnung S = 22 28 é 
er + dGihi a 
Versuchsflache Aerob Anaerob § Zusammen = = -# 35 
> = 2 Or 
Z 7 = 


Kecskemet 
Versuchstlachbe I 


‘ Il 


Szeged 
Versuchsflache I 
Tiefe 0—20 em 

20—40 


5 800 000 
4 800 000 


6 600 000 
3 800 000 


Versuchsflache I 
liefe 0—20 em 
20—40 


6 400 000 
2 500 000 


* pro g feuchter Erde 


7 000000 12800090 110 100000 10000 30000 1) 
2900000 7700000 10 100000 10000 16000 1 
1400000 8000000 1100 100000 10 000 30100 1 
2600000 6400000 100 10000 100000 14000 1 
1500000 7900000 200 100000 10000 21090 1 
800 000 3300000 0 1000 1000 101009 


** 30. VII. bis 14. VIII. 1928. — *** 


31. VIII. bis 7. IX. 1928, 





Tabe lle 
Bakterien pro g feuchter Erd 
= ~ : 35 2 —s 
Versuchsflich Ss2 |... : 
te ani Aerob Anaerob Zusammen » #4 = a —_ 
£5é : 
z2s* 
Kecskemet Nr. I, Robinie* 5 800000 7000000 12 800000 110 100000 10% 
. » Il, Robinie* 4800000 2900000 7700000 10 100000 10¢ 
Szeged Nr. I, Robinie* . . . 6600 000 1400000 8000000 1100 100000 10% 
i. . Il, Sechwarzkiefer* 6 400000 1500000 7900000 200 100000 10( 
Kiskomarom, Kiefernwald . 9 000 000 | 2000000 11000000 10010 10000 100' 
* Kichenwald 36 000 000 8 800000 44800000 5100 10000 100 
Fichtenwald a. d. Hochschule . 8 000000 1800000 9800000 1100 1000. 10( 
Hallands Vaderé, Buchenwald* 11500000 3000000 14500000 10010 10 10' 
u * Kiefernwald* 2950000 500000 3450000 100 —- 10( 
” “ Erlenwald 5 700 000 | 5000000 10700000 1000 10 10° 
Niederwald bei Agfalva . 10.000 000 2000000 12000000 1100 1000 10¢ 
Fichtenwald , os : 8150000 950000 9100000 2000 1000 10' 
* Sandbéden. 


Die biologischen Daten der obigen 
Tabelle V vereinigt dargestellt. 


vier Versuchsflachen sind in der 


Die obigen vier Parzellen als Dauerversuchsflichen sind durch 
langere Zeit beobachtet worden und werden auch weiterhin monatlich 
untersucht, da die Bodenatmung und Gesamt-N bzw. Nitratgehalt 
des Bodens nach Jahresperioden groBen Schwankungen unterworfen 
sind, wie diese durch die Arbeiten von Fehér (3) (13) bekannt ge- 


worden sind. 
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s i 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
nd ut a. ~ — . . 
. 5 os SA $28 $28 2 .2 3 Se 
25 ‘ z5e Xe Ss (Sng 425/282 | §2 | 34 /.. , ~2 
38 F sé = Ef Pu = Eg Yee Q's | 3 E 3 z 5s Gesamt-N Nitrat’N r E 
Ss  -Bccs zis Se iG2_\ioe~ 2 , |= 4 
Ur : <3 3 Ss == 5 cw - s = - = =e 
= Ce? ak cE “SE oc oC gprogErde gprogErde NS” 
0000 1 0000 100000 6.58 1,211 0,725 0,596 19,1 17,6 1,65 0.001450 0,0000478 ** 
6000 1 100000 20000 640 0,560 0687 — 19,1 17.6 1,40 0,000 734 0,0000758 ** 
100 1 100000, 10000 6,17 0,847 0,708 18,1 14,5 1,47 0,000 303 0,0000975 *** 
$000 1) 1000 1000 628 — - - — — 0,98 0,000476 0,0001098 *** 
| 000 1 ‘ 100.000) 30000 6.35 1,182 0,729 0491 18,1 14.5 1,35 0.000516 0,0000617 ** 
009 10. 000 100 6.69 - . . — 0,59 0.000585 0.0001065 ** 
Tabelle y rgleichstabelle. 
“8 COg-«Gehalt der Wald- 
——— Ae lutt, mg pro Liter 
ition (Durchschnittswerte) | Humus- f ; 
Deni gehalt p, Gesamt-N — NitrateN Beobachtungszeit 
de zierey ee 0,3 m 3m om 
Std 0 gprogErde g pro g Erde 
0 100M 211 0,725 0596° 1,65 6.58 0.00145 (0,0000478 | on y a0 
1) 100@MD360 0687 —  — | 1,40 |6.40 0,000 734 |0,000075 8 | 20: VIL bis 14. VIII. 1928 
0 10@8.182 0,729 — 0491 1,47 6,17 0,000 303 0,0000975 ) ., 2 tr om 
0 10@BDS47 0,708 — — 1.35 | 6,35 0,000 516 0,000 061 7 | Si. VIII. bie 7. IX. 1928 
0 100 @BPS7T8 0,901 0,745 0,628 081 54 0,00194 0,0000182 26. VII. bis 8. VITI. 1927 
0 100% 057 0.843 0,732 0.478 0,73 52 0.0033 0,000 027 15. bis 25. VII. 1927 
0 10 (eps24 — 0,935 1,90 6,74 0,0022 0,000030 l. bis 31. VIII. 1928 
0 10(@P870 0,779 0,748 0,669 4,2 (52 - — 14. VIL. bis 3. VIIL. 1926 
10 @p298 0,707 0.677 0627 O05 (42 — 28. VIT1. bis 11. IX. 1926 
0 10¢ 237 «(0,641 O.578 0537 86 4,1 — _ 19. VI. bis 7. VII. 1926 
0 10% — _ a 261 594 0.0020 0,000 030 | — ‘ 28 
yD 10K - — 3.55 6,32 0,0020 0,000030 | 1. bis 31. VIIT. 1928 
r Mit Riicksicht auf die Not wendigkeit bei Vergleichsuntersuchungen, 








damit mehr Vergleichsdaten bei den ersten Orientierungsuntersuchungen 
zur Verfiigung stehen, haben wir weitere Bestandestypen in dieser 
Gegend untersucht, deren Bestande groBbe Unterschiede im Wachstum 


aufweisen. Kurze Beschreibung der Parzellen mit Hervorhebung ihrer 
charakteristischen Merkmale ist die folgende: 

A. Robinienbestand mit gutem Wachstum, 19jihrig, Dichte: 0,8. 
Mittlere Bestandshéhe: 17,5m. Boden: Sand mit Humusschicht. Boden- 


pflanzen: Anthriscus trichospermus und Urtica dioica. 
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T. 
Biochemische und mikrobiologische Ana|\ 
1 2 3 a 5 6 _ 
sea Zabl der Bakterien* 

Bezeichnung : N- Nitrifi- Denitrif 
der Versuchsflache Aased pe Zusammen imdende  zierende zierende 
A. Robinie ..... 12000000 2100000 14100000 1000 10 000 100% 
B. i Se a 2900000 1200000 4100000 1 100 §=100 0% 
C. » 6. ee ie el 2 480 000 500 000 2 980 000 0 0 100 00% 
D. es ran Rel h 9500000 2000000 | 11500000 110 10 000 1 00 
F. Schwarzkiefer. . . 1800000 1200000 3000000 0 100 10 Om 
G. " ic aad 2600000 2400000 5000000 10 100 10 
Mm. Giles. «i.e 540 000 409 000 940 000 0 1 1 00 
Ps » mit Fumana 2 500 000 100000 =2600000 0 100 10 Om 
K, Naturschutzpark . 11000000 3000000 14000000 110 100000 10000 

* 2 bis 11 pro g feuchter Erde. — ** Aus technischen Griinden ausgefallen. 


B. Mit A in Verbindung stehender, auf demselben Standort ein 
schlechtes Wachstum zeigender, gleichaltriger Bestand, dessen Héhe 12 m 
nicht tiberschreitet, obwohl die Anpflanzung gleichzeitig geschah und die 
Bestandspflege dieselbe war. Dichte: 0,6. Es zeigt sich auch ein Unterschied 
bei den Bodenpflanzen. Dieselben sind: Poa angustifolia, Euphorbia cypa- 
rissias, vereinzelt Festuca pseudovina, Triticum repens. 

Nicht weit entfernt von A und B, auf einem anderen Sandgebiet, 
haben wir auch je einen ein gutes und ein schlechtes Wachstum zeigenden, 
zueinander naheliegenden Bestand untersucht, um gegenseitig mit A und B 
vergleichen zu kénnen. 

C. Robinienbestand auf Flugsand mit schlechtem Wachstum im 
zweiten, Umtrieb, 7jéhrig. Dichte: 0,2. Die Stécke waren gréBtenteils 
unfahig, Stockausschlige hervorbringen zu kénnen. Bodenpflanzen ver- 
einzelt: Fumana vulgaris, Festuca vaginata. Kein Laubstreu. 

D. Standortsverhaltnisse wie bei C, aber Wachstum fast normal. 
Bestandsalter: 18 Jahre. Dichte: 0,9. Héhe: 17m. Bodenpflanzen auch 
wenig, aber von denselben des C-Typs verschieden. Leitpflanze: An- 
thriscus trichospermus. Der Boden ist mit Laub bedeckt. 

Aus demselben Gesichtspunkt haben wir die bodenbiologischen Zu- 
stiinde von zwei, im Wachstum voneinander verschiedene, nahe zueinander- 
liegende Schwarzkieferbestande untersucht. 

F. Schwarzkiefer auf Flugsand, 32jahrig, sehr schlechtes Wachstum 
zeigend. BestandsschluB durch allmahliches Absterben der Baume auf 0,6 
herabgesunken. Bodendecke: Diinne Nadelstreu mit wenig Bodenpflanzen : 
Calamagrostis epigeios und Salix rosmarinifolia. 

G. Standortsverhaltnisse wie bei F. Schwarzkieferbestand mit 
normalem Wachstum. BestandsschluB8: 0,8. Boden mit dicker Nadelstreu- 
decke und mit einzelnen Hieracium umbellatum. 


H. Odland im Flugsandgebiet, dessen Aufforstung mit Robinie miB6- 
lang; ohne Bodenvegetation. 


J. Derselbe wie H, nur mit Fumana vulgaris-Vegetation. 











Denitrif 


zierende 


10 0% 
100 On 
100 00 
1 OOF 
10 Om 
11 

1 OW 
10 00% 
100 00 











nger Sandbéden in der Umgebung von Szeged. 
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é r 
Aerobe  Anecrobe Cellulose See is ; Zeitpunkt 
Mergrer’ | 2187S" | gertende | PH gehait’ GetamtN Nite ger Bestimmung 
Pilze 0 gprogErde g prog Erde 
10000 100000 10000 6.7 1.65 0.000882 0,0000540 
100 100 1000 638 1,05 0,000150 0,0000120 
1000 10000 10000 639 0,33 | 0,000 334 oe 
100 000 1000 10000 661 O68 0,000568 0,0000181 
100 1 000 10 648 0,14 0,000 640 0,0000105 *12. 1X. 1928 
100 1000 10000 6.63 1,87 9,000960 0,0000198 
0 0 100 6.30 ** 0,000 124 0,000 0005 
10 000 1 000 1000 620 0,000 310 = 0,000 0098 
1000000 100000, 100000 6.70 ** 0,000 920 0,000 051 0 





K. Naturschutzpark, gebildet von einem schénen gemischten Bestand 
von alten Robinien, Eichen, Ulmen und Eschen auf gutem Sand. Des 
vollen Bestandsschlusses wegen ohne Bodenpflanzen. 


Die Untersuchungsdaten sind beziiglich der Versuchsflaichen A 
bis K in der Tabelle VII enthalten 


Vergleichende Besprechung der Untersuchungsergebnisse. 


Die in dem Vorstehenden ausfiihrlich dargestellten Untersuchungs- 
ergebnisse haben nun klar erwiesen, daB auch in den Waldern der 
Sandbéden der ungarischen Tiefebene der CO,-Gehalt der Waldluft 
mit der Bodenatmung und mit dem Bakteriengehalt des Waldbodens 
in engem und kausalem Zusammenhange steht. 


Wenn wir die Bodenatmungswerte der untersuchten Sandbéden 
naiher betrachten und dieselben mit den Untersuchungsergebnissen der 
friiheren Untersuchungen, welche vorwiegend auf Lehmbéden durch- 
gefiihrt worden sind, vergleichen und zum Zwecke der Verallgemeinerung 
auch die Resultate der schwedischen Untersuchungen von Fehér (2) 
in Vergleich ziehen, so werden wir bald auf die iiherraschende Tatsach 
kommen, dap die biologische Tdtigkeit und die CO,-Produktion der Sand- 
biden der ungarischen Tiefebene in vieler Hinsicht qgiinstiger verlduft, 
als die gleiche Tétigkeit der schweren Lehmbéden. Schon Bokor hat im 
Jahre 1926 (14) bei der mikrobiologischen Analyse einiger schwedischer 
Waldbéden gelegentlich daB die Mikroben- 
tatigkeit der sandigen Waldbéden in vieler Hinsicht lebhafter vor 
sich geht, als dieselbe bei den schwereren Waldbéden der Fall zu 


darauf hingewiesen, 


sein pflegt. 
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Die sandigen Waldbéden besitzen namlich gewoéhnlich infolge von 
physikalischen Ursachen eine verhaltnismaBig hohe Luftkapazitat, und 
infolgedessen wird sich die Durchliiftung und der O-Umsatz in diesen 
Béden sehr giinstig gestalten. Wenn wir die Daten der Vergleichs- 
tabelle VI vergleichen und niher betrachten, so kénnen wir bereits 
auf Grund dieser orientierenden Untersuchungen ohne weiteres fest- 
stellen, daB die Entwicklung der Mikroflora und die damit im Zusammen- 
hang stehende Bodenatmung in keiner Hinsicht hinter den gleichen 
Eigenschaften der anderen schweren Waldbéden zuriickbleiben wird. 

Wir méchten hier, um eventuellen MiBbverstandnissen vorzugreifen, 
schon jetzt bemerken, dab wir in Anbetracht der Resultate der letzten 
Untersuchungen von Fehér (3) (13) nur jene Untersuchungsergebnisse 
in Vergleich gezogen haben, welche in ungefahr gleichen Jahreszeiten 
ermittelt worden sind, um dadurch diese Resultate auf einer gemein- 
schaftlichen Grundlage vergleichen zu kénnen. 

Es ist eine auffallende Tatsache, dab, obwohl die Mikroflora der 
sandigen Waldbéden im allgemeinen zahlenmaBig die Mikroflora der 
lehmigen Waldbéden nicht wesentlich iiberschreitet, sogar in vielen 
Fallen quantitativ hinter diesen etwas zuriickbleibt, die Intensitat 
der Mikrobentatigkeit dieser meistens betrachtlich tibertrifft. Diese Er- 
scheinung ist zweifellos, wie wir bereits betont haben, das Resultat der 
guten Durchliiftungsverhaltnisse der sandigen Waldbéden, wodurch 
selbstverstandlich die Atmungsintensitaét der Bodenmikroorganismen 
ebenfalls bedeutend erhéht wird. 

Beziiglich des N-Stoffwechsels der sandigen Waldbéden haben wir 
gemaB unserer Erwartung bereits auf Grund dieser Untersuchungen 
feststellen kénnen, daB der Gesamt-N-Gehalt und der Humusgehalt im 
allgemeinen hinter den gleichen quantitativen Eigenschaften der schwe- 
ren Waldbéden zuriickbleibt. Infolge dee guten Durchliiftung der 
sandigen Waldbéden wird jedoch der Nitrifikationsvorgang in diesen 
Béden auBerst lebhaft verlaufen. Diese Tatsachen kommen in den 
Untersuchungsergebnissen der Tabelle V1 ganz deutlich zum Vorschein. 

Wir méchten hier noch als charakteristische Tatsache hervorheben, 
daB beziiglich des Gesamt-N- und Nitrat-N-Gehalts die Baumart der 
einzelnen Bestande aller Wahrscheinlichkeit nach eine ziemlich wichtige 
Rolle spielen wird. Wir wollen hier als Beispiel die Versuchsflachen Nr. | 
und 2 bei Szeged naher betrachten. Diese Versuchsflachen liegen in 
der unmittelbaren Nachbarschaft. Dabei bildet den Bestand der Ver- 
suchsflache 1 die Robinie und der Versuchsfliche 2 die Schwarzkiefer. 
Aus den mitgeteilten Daten kann ohne weiteres festgestellt werden, dap 
der Nitrat-N-Gehalt des Robinienwaldes fast mit *'/, héher ist als der 
Nitratgehalt des Kiefernwaldes. Das quantitative Verhdltnis des Gesamt- 
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itrogengehaltes der heiden Walder verhielt sich dagegen umgekehrt. Die 
Erklarung dieser Tatsache ist die folgende: 
Der Robinienbestand ist infolge der bekannten Wurzelsymbiose mit 


dem Bae. radicicola imstande, den grélten Teil seines Stickstoffbedarfs 


aus der Luft zu beschaffen, und wird daher den Nitratgehalt des Bodens 


c<aum oder tiberhaupt nicht verbrauchen. Andererseits aber, durch den 


reichlicheren Laubfall, bereichert der Kiefernwald in bedeutend gréBerem 
MaBe den Waldboden mit stickstoffhaltigen Nahrstoffen als der bekanntlich 
sehr schiitter belaubte Robinienwald. Der Robinienwald wird daher infolge 
seines geringen Stickstoffverbrauchs im allgemeinen den Waldboden mit 
Nitrat-N allmahlich bereichern, dagegen wird der Kiefernwald trotz seines 


reichlichen Laubfalles infolge des oben geschilderten abweichenden biolo 


vischen Verhaltens den Nitrat-N-Gehalt des Waldbodens viel intensive 
ausnutzen. 
Wie die Daten der Tabelle V zeigen, so findet wahrscheinlich in 
den Sandbéden eine ziemlich lebhafte vertikale Bewegung der Stick- 
stoffverbindungen des Bodens statt. Diese Bewegung fiihrt allmahlich 
die Verarmung an stickstoffhaltigen Substanzen der obersten Boden- 
schichten herbei. Die Tiefe des Akkumulationsniveaus und die ent- 
sprechende Wurzelausbildung miissen erst weitere Untersuchungen auf- 
klaren. 

Wenn wir die Anzahl der denitrifizierenden Bakterien mit der 
Anzahl der nitrifizierenden Bakterien an Hand der Tabellen V und VI 
vergleichend betrachten, so werden wir ohne weiters feststellen konnen, 
daB in den sandigen Waldbéden die Anzahl der nitrifizierenden Bak 
terien in der Regel die Anzahl der denitrifizierenden Bakterien ab- 
gesehen von einzelnen Ausnahmen betrachtlich tibersteigt. . Die 
Bakterienflora der schweren Waldbéden zeigt dagegen vollkommen 
entgegengesetzte Verhaltnisse. Hier itiberwiegen im allgemeinen die 
denitrifizierenden Bakterien. Dieser Umstand ist aller Wahrschein- 
lichkeit nach ebenfalls mit der guten Durchlhiiftung der sandigen Boden 
zu erkliren. Infolge dieses Umstandes wird dann der Nitrat-N-Gehalt 
der sandigen Waldbéden verhaltnismaBig relativ héher ausfallen, als 
dies bei den schweren Waldbéden der Fall ist. 

In seiner letzten Arbeit tiber den N-Stoffwechsel des Waldbodens 
hat Fehér (13) darauf hingewiesen, daB der Nitrifikations- und Nitrogen- 
assimilationsvorgang in den Waldbéden ziemlich unabhangig von den 
zahlenmaBigen Anderungen der nitrifizierenden und N-bindenden 
Bakterien verlauft, im Gegensatz zu den CO,-Produkten des Wald- 
bodens, die ja mit den zahlenmaBigen Anderungen der Bakterienflora 
des Waldbodens in engem und kausalem Zusammenhang stehen. Diese 
GesetzmaBigkeit scheint auch fiir den N-Stoffwechsel der sandigen 
Waldbéden ebenfalls innerhalb der gleichen Waldtypen Giiltigkeit zu 
haben. Dagegen haben wir auf Grund unserer bisherigen Untersuchungs- 
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ergebnisse bereits feststellen kénnen, dap, wenn zwei Waldtypen verglich: » 
werden, diese gewohnlich einem wesentlich héheren Nitrat-N- und Gesam/ 
N-Aiehalt entsprechen und auch eine héhere Anzahl von N-bindends 
und nitrifizierenden Bakterien besitzen. Wie aber die Resultate unsere; 
Untersuchungen zeigen, so wird wahrscheinlich bei den sandigen Wald 
béden auch die giinstigere Bodenreaktion den Nitrifikationsvorgang 
dieser Béden intensiver gestalten. Die sandigen Waldbéden zeigen 
nimlich in den meisten Fallen fast neutrale py-Werte. Durch diesen 
Umstand wird zweifellos die Intensitat der Tatigkeit der nitrifizierenden 
und N-bindenden Bakterien bedeutend erhéht. 

Es ist eine recht interessante Tatsache, dab im allgemeinen trotz 
der intensiven Bodenatmung der CO,-Gehalt der Waldluft der aut 
Sandbéden stehenden Walder bedeutend geringer wird als der Luft 
kohlensauregehalt der auf schweren Béden stehenden Bestiinde. Diese 
Erscheinung ist durch den Umstand zu erklaren, daB bei den Sand- 
béden, namentlich in den Sommermonaten die Temperatur der Boden- 
oberflache stark erhéht wird, wodurch naturgemaB auch die Insolation 
entsprechend gesteigert wird. Dadurch wird die Luftstrémung nach 
den obersten Luftschichten besonders erhéht, welcher Vorgang sodann 
das Aufwartsstrémen der Luftkohlensaure ebenfalls stark beschleunigt 

Wenn wir schlieBlich auf Grund der Untersuchungsergebnisse der 
Tabellen V und VII die iibrigen bodenbiologisch analysierten Boden- 
und Waldtypen miteinander vergleichen, so werden wir ohne weiteres 
feststellen kénnen, dab jene Boden, welche biologisch den Anspriichen 
der Robinie nicht mehr entsprechen kénnen, fiir das Gedeihen der 
Schwarzkiefer noch ziemlich geeignet sind. Zur naheren Erklairung 
dieser Beobachtung méchten wir kurz folgende Beispiele erértern: 

Den Bestand der Waldtypen A und B bildet tiberwiegend die Robinie. 
Beide Besténde wurden auf sonst unfruchtbarem Sandboden kiinstlich 
angepflanzt und waldbaulich vollkommen gleich behandelt. Der Bestand 
von A zeigt einwandfreies Wachstum, der Bestand B ist im Absterben 
begriffen. In dem Boden von A finden wir rund 14 Millionen Bakterien, 
dagegen im Boden von B nur 4 Millionen. In dem Boden von A finden 
wir beinahe 1000mal mehr N-bindende Bakterien und fast 10000mal mehr 
nitrifizierende Bakterien als im Boden von B. Dementsprechend haben 
wir bei A fast achtmal mehr Gesamt-N-Gehalt und rund fiinfmal mehr 
Nitrat-N-Gehalt gefunden als bei B. Die Leitpflanzen des ersten Wald- 
typs sind: Anthriscus trichospermus und Urtica dioica. Dagegen die Leit- 
pflanzen des zweiten sind: Poa angustifolia und Festuca pseudovina. Der 
Waldtyp C hat ebenfalls einen reinen Robinienbestand, dessen Zustand 
stark verschlechtert ist. In dem Boden dieser Versuchsflache finden wir 
kaum 3 Millionen Bakterien, und die Stickstofforganismen sind iiberhaupt 
nicht nachzuweisen. Die Leitpflanzen des Bodens sind: Fumana vulgaris 
und Festuca vaginata. 

Wenn wir jetzt mit diesen Bestaénden den mit G bezeichneten Schwarz- 
kieferbestand vergleichen, so kénnen wir auf Grund der mitgeteilten Unter- 
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suchungsergebnisse ohne weiteres feststellen, dal die Gesamtbakterienzah| 
derselben kaum 3 Millionen erreicht und, obwohl die N-bindenden Bakterien 
ebenfalls in ziemlich geringer Anzahl vorkommen, der Bestand ein gutes 
Wachstum zeigt und zweifellos den Boden durch seinen reichlichen Laubfall 
mit Stickstoff entsprechend bereichert. Das gleiche gibt der mit F be- 
veichnete Kiefernwald. Die Gesamtbakterienzalhil des ganzlich unfrucht- 
baren Bodentyps erreicht kaum 1000000 und die N-Bakterien fehlen da 
fast vollkommen. Der mit Fumana vulgaris-Vegetation bedeckte Sand- 
boden zeigt ebenfalls recht ungiinstige biologische Verhaltnisse. 


Wir haben daher schon auf Grund dieser orientierenden Unter- 
suchungen gewisse Zusammenhinge nachweisen kénnen, welche zwi- 
schen dem biologischen Zustande des Bodens und den herrschenden 
Baumarten der einzelnen Bestande bestehen. Diese Zusammenhiange 
wollen wir kurz folgenderweise zusammenfassen : 


An jenen Bodentypen, an welchen als Leitpflanze die Fumana 
vulgaris, Salix rosmarinifolia, Poa angustifolia, Festuca vaginata und 
Calamagrostis epigeios gedeihen, dort wird sich der Boden gewéhnlich 
im schlechten biologischen Zustande befinden. Hier bleibt gewéhnlich 
die Gesamtbakterienzah] unter 3 Millionen. Es fehlen da meistens 
die N-bindenden Bakterien. Die Zahl der nitrifizierenden Bakterien 
bleibt in der Regel unter 100 und die Anzahl] der zellulosezersetzenden 
Bakterien tiberschreitet in den meisten Fallen kaum 1000, und der 
Gesamt-N-Gehalt wird 3mg pro 100g Boden kaum erreichen. An 
diesen Béden wird die Anpflanzung der Robinie schwerlich gelingen, 
da, wie die vorher erwihnten Untersuchungsergebnisse zeigen, diese Baum- 
art an den biologischen Zustand des Bodens ziemlich hohe Anforderungen 
stellt. 

Falls der Boden als Leitpflanzen Anthriscus trichospermus, Poly- 
gonum floridum und Euphorbia cyparissias aufweist, so wird hier die 
Intensitat der mikrobiologischen Tiatigkeit des betreffenden Bodens 
bedeutend héher sein. An diesen Biden bewegt sich die Gesamtzah] 
der Bakterien um 10000000, die Anzahl der N-bindenden Bakterien 
um 1000, der nitrifizierenden Bakterien um 1000, der zellulosezersetzen- 
den Bakterien um 10000, und der Gesamt-N-Gehalt wird wohl 5 mg 
pro 100 g Erde iiberschreiten. An diesen Béden kann man bereits auch 
die Robinie mit Erfolg anpflanzen, und sie eignen sich natiirlich vorziiglich 
auch fiir die Aufforstung fiir Schwarzkiefer. 


resultate im gropen und ganzen die Ergebnisse von Kiss (15) bestdtigen, 
der als erster die Aufforstung der Sandbiden der ungarischen Tiefebenc 
nach Leitpjlanzen des Bodens versucht hat und dadurch die biologische 
Grundlage als erster bei der Lésung dieses Problems beriicksichtigt hat 
Trotz der durch unsere Untersuchungen nachgewiesenen erfreulichen 


Es ist eine duferst bemerkenswerte Tatsache, dap unsere Anal ysen- 
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Uhereinstimmung sind auf diesem Gebiete weitere detaillierte Unter 
suchungen noch unbedingt notwendig. 

Wir méchten nochmals kurz auf die Tatsache hinweisen, dap « 
Bakterienflora der sandigen Waldbéden zahlenmapig die Bakterienfloro 
der schweren Waldhéden hinter sich lapt, und nur die Intensitdt der Tatiy 
keit der ersteren iibertrifft ja das biologische Verhalten der letzteren. Dies: 
Erscheinung kann man nach unserer Meinung folgenderweise erklare 

Die verhiltnismabig niedrige Zah!] der Bakterienflora der sandige: 
Waldbéden wird dadurch verursacht, daBb infolge der auBerst gute: 
Durchliiftung und der starken Erwarmung dieser Béden die Intensitiit 
der Bakterientatigkeit bedeutend gesteigert wird, und infolgedessen 
wird im Herbst die auf den Boden gelangende organische Substanz 
namentlich in den heiben Sommermonaten derartig rasch verarbeitet 
daB eine Reduktion der Bakterienzah! schon wegen auf diese Art und 
Weise entstehende Nahrungsmittelnot stattfinden muB. 

Wenn wir nun das Gesagte miteinander vergleichen, so werden 
wir im allgemeinen feststellen kénnen, daB beziiglich der allgemeinen 
ernahrungsphysiologischen Vorginge die biologische Tatigkeit de 
sandigen Waldbéden weder betreffs des N-Stoffwechsels, noch beziiglich 
der Bodenatmung hinter den schweren Waldbéden zuriickbleiben wird 
Die Hauptschwierigkeit bei der Aufforstung dieser Biden wird sicherlich 
die bekannte Niederschlagsarmut und der ungiinstige Wasserhaushalt 
des Sandbodens der ungarischen Tiefebene verursachen, und auBerdem ist 
es auch nicht ausgeschlossen, daB in den Sandbéden einige Nahrstoffe 
in minimalen Mengen vorhanden sind. Dieser Umstand muB natiirlich 
mit eigens fiir diesen Zweck eingerichteten Untersuchungen erforscht 
werden. Die Frage der Aufforstung kann man daher ganz kurz als die 
Frage der Anpassungsfahigkeit an diese schweren klimatischen Ver 
haltnisse der einzelnen Baumarten bezeichnen.. Hat man daher die 
entsprechende Baumart ausgewahlt, so wird das Gedeihen derselben 
wohl giinstig ausfallen, wie dieser Umstand durch das schéne Wachs- 
tum der seit Jahrzehnten angepflanzten Schwarzkieferbestande be- 
statigt wird. 

Zusammenfassung der Resultate. 

1. Die biologischen Verhdltnisse der untersuchten sandigen Wald- 
béden kénnen beziiglich der Kohlenstofferndhrung des Waldes als verhdlt- 
nismapig giinstig bezeichnet werden. 


2. Die numerischen Werte der Bodenatmung, gleiche Baumart und 
ungefahr gleiche jahreszeitliche Beobachtungsperiode vorausgesetzt, iiber- 
schreiten gewdhnlich die gleichen Werte der schweren Waldbéden. Dieser 
Umstand ist zweifellos mit der besseren Luftkapazitat und mit dem 
giinstigen Sauerstoffkreislauf dieser Boden zu erklaren. 
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3. Die Bakterienflora der sandigen Waldbéden bleibt gewéhnlich rein 
suhlenmad Big hinter der Bakterienflora der schweren Wa!ldhéden zuriick. 


bessere Kohlenstiureproduktion der sandigen Waldbéden wird hau pt- 


vichlich durch die guten Durchlijtungsverhdlinisse und die damit ver- 

ndene giinstige Sauerstoffzufuhr verursacht. Es wird daher in diesem 
Falle die zahlenmaBige Inferioritat durch die intensive Lebenstatigkeit 
kr Bakterienflora ausgewogen. 


4. Der N-Stoffwechsel der sandigen Waldbéden zeigt ein von der 
gleichen biologischen Tatigkeit der schweren Waldbéden ziemlich ab- 
weichendes Bild. Der Gesamt-N-Gehalt der sandigen Waldbéden erreicht 
zahlenmaBig kaum die gleichen Werte der schweren Waldbiden. Infolge 
der guten Durchliiftungsverhaltnisse wird jedoch die Intensitat der 
Tatigkeit der nitrifizierenden Bakterien wesentlich erhéht, und infolge- 
dessen iiberschreitet sodann der Nitrat-N-Gehalt der guten sandigen 
Waldbéden die gleichen Werte der schweren Waldbéden. Dieser Um- 
tand zeigt ebenfalls auf die giinstige Beschaffenheit der Sandbéden 
fiir die Ernahrung der Waldbaume. 


5. Die Anzahl der nitrifizierenden Bakterien ist bei den sandigen 
Waldbéden fast immer bedeutend héher, als dies bei den schweren Wald- 
joden der Fall ist. Diese Erscheinung steht ebenfalls mit den guten 
Durchhiftungsverhaltnissen der sandigen Béden in Zusammenhang 
Sie wird aber auch von der Niederschlagsarmut dieser Gebiete beein- 
fluBt. Infolge dieses Umstandes ist auch der Nitratgehalt der guten 





Sandbéden immer hoher, als dies bei den schweren Waldbéden der Fall isc. 


6. Es werden in die sandigen Waldbéden die wasserlislichen 


Stickstoffverbindungen viel rascher hineingewaschen, als dies bei den 
lehmigen Waldbéden der Fall zu sein pflegt. 

7. Die pu-Werte der sandigen Waldbéden nédhern sich sehr stark 
der neutralen Reaktion, und diese Eigenschaft derselben trdgt. ebenfalls 
ganz bedeutend zu der intensiven Bakterientdtigkeit dieser Boden bei 


8. Zwischen dem biologischen Zustande und der biologischen Tatigkeit 
der sandigen Waldbéden und den Charakterpflanzen dieser Biden kann 
ein ganz deutlicher Zusammenhang festgestellt werden. 


9%. Angesichts der obigen Resultate glauben wir berechtigt zu sein, 
unserer Meinung Ausdruck zu geben, daB die schwierigen Aufforstungs- 
verhaltnisse der Sandbéden wahrscheinlich nicht durch die ungiinstige 
Gestaltung der biologischen Eigenschaften, sondern eher durch die 
Niederschlagsarmut dieser Gebiete verursacht sind. 


Vorgelegt der LI. Klasse der k. ung. Akademie der Wissen. 
echaften in der Aprilsitzung 1929. 
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Notiz iiber analoge Wirkung von Natriumborfluorid 
und Natriumperchlorat auf den Skelettmuskel. 


Von 
Gundo Boehm. 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1929.) 


Durch die Untersuchung von Kerry und Rost! iiber die Wirkungen 
les Natriumperchlorats auf den Tierkérper ergab sich, daB diese Sub- 
stanz beim Kaltbliiter besonders die quergestreifte Muskulatur im 
Sinne von fibrillaren Zuckungen und nachfolgender Muskelstarre be- 
einfluBt. 

Nachdem in letzter Zeit Wilke-Dérfurt? auf die weitgehenden 
hemischen Analogien zwischen den Salzen der Borfluorwasserstoff- 
saure und der Perchlorsiure hingewiesen hat, war es zu erwarten, dab 
auch die pharmakologischen Effekte sich entsprechend erweisen wiirden. 

Wegen der Instabilitit des in Lésung befindlichen BF,-Ions 
kénnen Versuche mit Injektion wie sie Kerry und Rost fast aus- 
schlieBlich vornahmen nicht sehr beweiskriéftig sein: der Zerfall 
des Na BF, im Tierkérper kann 2u einer Fluorvergiftung fiihren, deren 
Muskelsymptome ebenfalls in fibrillaren Zuckungen und Kontrakturen 
bestehen. In vitro lassen sich dagegen die Erscheinungen am Muskel 
mit Sicherheit auf das NaBF, zuriickfiihren: ich konnte dabei tat- 
siichlich eine recht bemerkenswerte Ahnlichkeit im Verhalten des 
NaClO, und des Na BF, feststellen. 

Verwendet wurde unter den in Frage kommenden Kautelen her- 
vestelltes reinstes NaBF,. Die jeweils neu angesetzte Lésung in der Kon- 
zentration von '/, Mol im Liter H,O reagierte nur sehr schwach sauer, 
auf Zusatz von CaCl, erschien langsam eine ganz geringe Opaleszenz durch 
ausfallendes CaF,. 

Kurz vor dem Versuch wurde mit n/8 Natronlauge véllig neutralisiert, 
in einigen Fallen unterblieb dies oder es wurde eine ganz schwache Alkali 
sierung erzeugt, die naturgemaB allmahlich wieder verschwand; die erzielten 
Ergebnisse waren nicht voneinander verschieden. Ais Versuchsmaterial diente 


' Kerry und Rost, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 39, 144, 1897. 
2 Wilke-Dérjurt und Balz, Zeitschr. f. anorg. Chem. 159, 197, 1927. 
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der Sartorius (von im Winter gefangenen Eskulenten und Temporar 
der an den beiden Endsehnen mit Faden versehen in der iiblichen W; 
aufgehaingt an einem leichten Hebel angriff. 


Wird ein solcher Muskel in die Lésung des NaBF, versenkt 
zeigt sich folgendes: 


Im Moment des Eintauchens beginnt der Muskel sich zu verkiirz- 
und erreicht in wenigen Sekunden eine Kontraktur maBiger Héhe, auf cj). 
meistens fibrillare Zuckungen aufgesetzt sind. Unmittelbar anschlieBer 
findet ein allmaéhliches Absinken der Kurve statt, bei dem die FuBpunk: 
linie in 5 bis 10 Minuten fast stets wieder erreicht wird. Nachdem «i 
Muskel einige Minuten in dieser Stellung verharrt ist, entwickelt sich ei: 
zuniichst langsam, dann aber sehr schnell ansteigende zweite Kontraktw,; 
héchsten Grades, die in etwa einer Viertelstunde vollendet ist und in de 
folgenden Stunden nur ein ganz geringfiigiges Absinken zeigt. Es ist of? 
deutlich zu beobachten, daB diese zweite Kontraktur an dem proximale: 
Ende des Sartorius beginnt und von da iiber den Muskel fortschreitet 
wobei in den noch nicht ergriffenen Teilen die fibrillaren Zuckungen an 
dauern kénnen. An einem mit den beiden Knochenenden praparierte: 
Sartorius setzt die zweite Starreverkiirzung oft nur nach langerer Latenzzeit 
ein. Die Unterbindung an der proximalen Sehne geniigt anscheinend 
um das Borfluorid besonders schnell eintreten zu lassen. 

Die einmal im Gang befindliche zweite Kontraktur ist nicht aufhaltbar 
destilliertes Wasser, gew6hnliche, alkalisierte oder angesaéuerte Ringer 
lésung, isotonische CaC],-Lésung sind als Spiilfliissigkeit ohne EinfluB. 

Die erste Kontraktur erzielt eine Héhe, wie sie auch in sonstigen stark 
reizenden isotonischen Na-Salzlésungen auftritt; die zweite Verkiirzung 
erreicht bzw. tibertrifft die des Tetanus. Die entwickelte Spannung 
gemessen am empirisch geeichten Hebel mit Drahttorsion ist bei der 
ersten Verkiirzung sehr unbedeutend; bei der zweiten ist sie betrachtlicl 
und betragt nicht unter 50°, der Tetanusspannung. Das Maximum wird 
allerdings nur kurze Zeit aufrecht erhalten. 

In einer m/80 Lésung (mit Rohrzucker isotonisch gemacht) sind 
beide Kontrakturen noch deutlich und die letztere bei verlangerten Zeiten 
recht erheblich; in einer Verdiinnung auf m 160 tritt auch noch ein¢ 
langsame Starreverktirzung ein. 

Vorhergehende vollstandige Curarisierung ist ohne offensichtlichen 
EinfluB auf beide Verkiirzungen; wird isotonische CaC}],-Lséung in 
den bisherigen orientierenden Versuchen in einer Menge von einem Dritte! 
des Gesamtvolumens zugefiigt, so verschwindet die erste Kontraktu: 
bis auf einen geringen Rest ohne fibrillare Zuckungen; die zweite wird 
erheblich gehemmt, erreicht aber endgiiltig noch den héchsten Grad. Wegen 
fortschreitenden Ausfalles von CaF, lassen sich die quantitativen Verhalt 
nisse hierbei ohne weiteres nicht sehr scharf erfassen. Durch Zusatz von 
Novokainchlorhydrat (1: 1000) wird die erste Kontraktur erniedrigt, dis 
nachfolgende Starre zwar nicht aufgehoben, aber deutlich verlangsam) 
und der héchste Grad hintangehalten. Das Entstehen der (schwerléslichen ) 
Verbindung zwischen dem Borfluorid und Novokain diirfte hierfiir ohne 
Bedeutung sein. 


Wie schon erwahnt, liegen von Kerry und Rost genauere Unter- 
suchungen tiber die Kontraktur mit Natriumperchlorat am _ isolierten 
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Muskel nicht vor; auch in der spateren Literatur konnte ich nichts 
liesbeziigliches finden. Priift man eine m/8 Loésung von reinstem 
NaClO, in der gleichen Weise am Sartorius, so zeigt sich eine tiber- 


raschende Analogie. 

Die Form und der Ablauf der ersten und zweiten Kontraktur ist oft 
nicht von der durch NaBF, hervorgerufenen zu unterscheiden; auch gilt 
das fiir den Einflu®B der Abbindung an der proximalen Endsehne Gesagte 
in eben demselben Umfang. Die MaBe der Verkiirzungen sind die gleichen ; 
die Spannungszunahme ist bei der fliichtigen Kontraktur fast nicht meBbar, 
die der zweiten Starreverkiirzung im bisher erhaltenen Durchschnitt ge- 
ringer als bei NaBF,, erreicht aber 6fters noch bis 40°, der Tetanus- 
spannung. Fiir verdiinnte Lésungen zeigen sich im wesentlichen tber- 
einstimmende Verhaltnisse. Auch Curare bleibt ohne deutliche Wirkung. 
CaCl, in der beschriebenen Menge zugesetzt, hat analogen Einflu’ ; dagegen 
hat Novokain einen starkeren Effekt auf die zweite Verkiirzung; diese 
wird vollstandig unterdriickt. : 

Um eine zufillige Ahnlichkeit der beobachteten Erscheinungen 
auszuschlieBen, wurden Kontrollen in geeigneter isotonischer bzw. 
isotonisch gemachter Auflésung bei gleicher Priaparationsmethode des 
Sartorius mit folgenden Substanzen: Na, [SiF,|, NaF, NaSCN und 
ferner mit neutralisierter Natriumboratlésung vorgenommen. 

In Na, [SiF,] und NaF* zeigte sich, abgesehen von der bei allen Na- 
Salzen zu beobachtenden fliichtigen Kontraktur mit fibrillaren Zuckungen 
eine beschleunigte maBige Absterbeverkiirzung; bei Na, [SiF,] durch eine 
nicht langere Zeit zu verhindernde Saurekontraktur kompliziert; in 
Natriumborat waren keine Besonderheiten zu bemerken, waihrend NaSCN 
die seinerzeit von Rossi genau beschriebene minimale erste Verkiirzung 
und eine zweite geringe unbestandige Kontraktur ergab. Die in der Na BF,- 
Losung vorhandenen Mengen von NaF bzw. HF kénnen wegen ihre 
auBerordentlichen Geringfiigigkeit keinesfalls fiir die erste fliichtige Ver- 
kiirzung verantwortlich gemacht werden, ebenso ist die endgiiltige Starre 
bestimmt nicht durch Saéurewirkung bedingt. 

Die Analogie der Einwirkung von NaBF, und NaCiO, darf daher 
mit Sicherheit auf die groBe Ahnlichkeit der Konstitution der “Anionen 
zuriickgefiihrt werden. Die ausfiihrlichen und weiteren Versuchs- 
ergebnisse und Erérterungen iiber die wahrscheinlichen Ursachen der 
auftretenden zweiten Starreverkiirzung werden demniachst zusammen 
mit den noch nicht abgeschlossenen Beobachtungen mit dem recht 
stabilen Natriumsalz der Fluorsulfonsaure deren Verbindungen 
. . . i> . . . . 
sich ebenfalls chemisch mit denen der Uberchlorsaure tibereinstim- 
mend verhalten! demnichst veréffentlicht werden. 


* Hin, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 202, 144, 1924. 
t Lange, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 60, 962, 1927. 











Eine neue qualitative Saccharaseprobe. 


Von 
Z. I. Kertész. 


(Aus dem Agrochemischen Universitats-Institut zu Budapest.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 


Bei Enzymreaktionen bestimmt man abgesehen von den noc! 
sehr wenig bekannten Syntheasen, 1. das Substrat und dessen Ver- 
minderung oder 2. das Reaktionsprodukt und dessen Vermehrung 

Die Bestimmung der Saccharasewirkung geschieht meistens pola 
rimetrisch oder mittels Bestimmung des entstandenen reduzierenden 
Zuckers. Die polarimetrische Bestimmung ist die Kombination der 
vorher erwaihnten zwei Methoden, indem man dabei die durch das 
Substrat und durch das Spaltungsprodukt zusammen verursachte 
Drehung bestimmt, bei den iibrigen Zuckerbestimmungen dagegen das 
Spaltungsprodukt, den Invertzucker. Dies geschieht meistens durch 
die quantitative Bestimmung des reduzierten alkalischen Kupfer- 
hydroxyds (Fehling, Bertrand) oder durch Bestimmung der zur Oxy 
dation der entstandenen Glucose nétigen alkalischen Jodlésung { |Will/ 
statter-Schudel) usw. 

Will man jedoch bloB einen qualitativen Nachweis der Saccharase 
aus/iihren, so sind all diese Methoden zu umstandlich. Dabei gibt es einen 
weiteren stérenden Umstand, namlich, da8 die Enzympriparate bzw 
zu untersuchenden Stoffe fast immer EiweiB und andere reduzierende 
Stoffe enthalten. Dadurch entsteht die Notwendigkeit, entweder zwei 
quantitative Bestimmungen am Anfang der Reaktion (sogenannte 
0-Zeit) und eine zu einer spateren Zeit auszufiihren, oder aber die Eiweil} 
stoffe usw. durch irgend ein Reagenzmittel zu entfernen. So wird dis 
anscheinend einfache Reduktionsprobe kompliziert. Dabei ist es wiin 
schenswert, eine einfache Reaktion zum Nachweis der Saccharase 
benutzen zu kénnen. 

Folgende Methode beruht auf dem Nachweis der wahrend de 
Hydrolyse entstandenen Fructose mittels der Ekkertschen Reaktion! 


1 L. Ekkert, Ber. d. Ung. Pharm. Ges. 5, 17, 1929. 
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Man gieBt in einen Kolben 50 g Wasser, dazu 5g (etwa 1 Wiirfel) 
Rohrzucker und 1 Messerspitze voll KH,PO, (als Puffer). 
Um die Auflésung zu beschleunigen, erwirmt man das Gemisch 
if héchstens 40 bis 45°, setzt der Lésung eine Messerspitze voll oder 
eine dieser entsprechende Menge der auf Saccharase zu_priifenden, 
velésten Substanz zu; es ist darauf zu achten, daB die Tenmperatur 
der Lésung 40 bis 45° nicht tiberschreite. _ Man vermeide die allzu 
starke Verdiinnung der Lésung. 

Nun gibt man in einen sehr kleinen (1 bis 2m) Porzellan- oder 
Glastiegel ein erbsengrobes Stiickchen KOH oder NaOH und bedeckt 
es mit einigen Tropfen des Reaktionsgemisches. Das ist notwendig, 
um sich zu tiberzeugen, da} das Reaktionsgemisch und hauptsachlich 
die zu untersuchende Substanz urspriinglich keine Fructose enthalt. 
In Gegenwart von Fructose farbt sich die Flissigkeit binnen 2 bis 3 Minuten 
intensiv brdunlichrot. In diesem seltenen Falle ist die Probe unbrauchbar. 
Man setzt dann dem Reaktionsgemisch ein bis zwei Tropfen Toluol 
oder ein anderes beliebiges Antiseptikum zu und ]aBt es bis zum nachsten 
Tage (womdéglich im Thermostaten, etwa 38°) stehen. Am ndchsten Tage 
wiederholt man die oben geschilderte Probe. Ist Saccharase vorhanden, 
so falit die Probe positiv aus. 

In Gegenwart von gréBeren Saccharasemengen (Hefe usw.) gibt 
schon nach 3 Minuten die Fructosereaktion. nach 


das Gemisch 

















Menge des Die Probe ist nach 
zugesetzten 

Nr. Untersuchtes Material Praparates Minuten Stunden 
(Trockens , 
substanz) 0 5 3 6 10 20 





Trockenhefe 0.2 0 
a 01 0 
3 ~ 0,05 0 - 
4 Hefepraparat (Aceton) 0,1 0 (+4 
5 Roggenkeimlingextrakt 0,08 0 0 . 
6 Phytasepraparat n. Liiers, 
als Phosphatase aktiy 02 0 : 0 0 0 
7 Auf 5°, Rehrzucker und 
Nahrsalzen geziichtetes Pe- 
nicillium glaucum, Alter des 
Mycelium: 3 Tage 
(lf 27.3. i0*) 01 0 _ 
8 5 Tage 0.08 0 
9  S 01 0 -_ 0 
10 Dialysierter kauflicher 
Honig ea. 01 0 0 _ 0 LL 
= gelb. ++ rotbraun. + dunkelrotbraun. — = nicht geprutt 


0 = negative Reaktion 
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10 bis 15 Stunden aber sind sogar ganz geringe Enzymwirkungen besti 
nachweishar. 
In der Tabelle sind einige Bestimmungsergebnisse dargestellt 


Zur Kontrolle stellte ich Versuche an, um die Frage zu entscheicd: 
ob aus den untersuchten Praparaten beim Stehen im Thermostaten k« 
solche Stoffe gebildet werden, welche die Reaktion stéren bzw. unanwend) 
machen wiirden. Bei diesen Versuchen habe ich immer dasselbe Reaktion 
gemisch, aber ohne Rohrzucker verwendet. Diese gaben auch nach mehrer: 
Tagen keine Fructosereaktion. 


In dieser Methode hesitzen wir eine neue, einfache, rasche und 
verldpliche Methode zum qualitativen Nachweis auch ganz kleine, 


Saccharasemengen. 


Bemerkung zu meiner Arbeit 
»Wasserlésliches Phosphatid und Oxydase-(Nadi-)Reaktion*. 


(Diese Zeitschr. 207, 178, 1929.) 
Von 
M. Gutstein. 


(Eingegangen am 2. Mai 1929.) 


Herr H. Magistris, Wien, macht mich darauf aufmerksam, da®B das in 
meiner Arbeit untersuchte Phosphatid nicht nach Hansteen Cranner, sondern 
nach einem von ihm ausgearbeiteten Verfahren dargestellt worden ist. 
Ferner weist er darauf hin, daB bei diesem Praparat durch die Analyse die 
wichtigsten Spaltprodukte zwar sichergestellt sind, man aber trotzdem 
Kérper sprechen kénne. 


‘ 


nicht von einem ,,chemisch wohldefinierten* 
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